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RESUMO

COLLAZOS, P. L. Quantificagdo de metano entérico e metabolismo ruminal de bovinos
alimentados com enzimas fibroliticas e amiloliticas. 2017. 81 f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, 2017.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de enzimas sobre a ingestdo de matéria
seca, digestibilidade dos nutrientes, comportamento alimentar, producdo de CHa entérico e 0s
parametros fermentativos, além da producdo de metano nas fezes de bovinos, utilizando
biodigestores. O experimento foi conduzido na Universidade de S&o Paulo, Pirassununga/SP,
Brasil. Foram utilizadas cinco vacas, com peso médio de 923,04 + 86,76 kg, canuladas no
ramen, distribuidas em cinco tratamentos utilizando delineamento experimental em quadrado
latino 5x5: 1) Controle: dieta sem adicdo de enzimas; 2) Amilase: dieta com 7,5 g de
amilase/animal/dia (Amaize, ALLTECH); 3) Xilanase: dieta com 15 g de xilanase/animal/dia
(Fibrozyme, ALLTECH); 4) Celulase + protease: dieta com 7,5 g celulase +
protease/animal/dia (Allzyme VegPro PO, ALLTECH); 5) Pool: dieta com 30 g de mistura de
enzimas (amilase, xilanase e celulase + protease)/animal/dia. Cada periodo experimental
consistiu de 21 dias (os primeiros 15 dias foram utilizados para adaptacdo da dieta e 0s
ultimos 5 dias para a coleta de dados). Nos dias 10 e 20, foi avaliada a digestibilidade
utilizando o marcador de Oxido crémico e coleta de fezes. No dia 17, foi avaliada o
comportamento ingestivo por 24 horas, através de monitoramento visual a cada 5 minutos. No
dia 19, foi mensurado o pH ruminal a cada 10 minutos, utilizando-se probes de mensuragédo
continua. Para quantificar os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), metano, concentracao de
N-NHz e protozoarios, coletou-se conteddo ruminal antes, 3, 6, 9 e 12 horas ap6s a
alimentacdo matinal. A técnica de fermentacdo consistiu na incubacdo de contetdo de ramen
liquido e sélido em frascos em banho-maria 39 °C durante 30 minutos. Na subsequente
medicédo da producdo de metano usou-se cromatografia gasosa. Nos dias 20 e 21, foi avaliada
a dindmica ruminal. Os dados foram analisados pelo programa SAS, através do procedimento
PROC MIXED. O modelo, o efeito de tratamento como fator fixo e os efeitos de animal e
periodo como fatores aleatorios, considerado nivel de significAncia de 5%. A adigdo de
enzimas nao mostrou diferenca significativa em relacdo ao consumo de matéria seca (CMS),
digestibilidade, comportamento ingestivo, producdo de CHas, N-NHs, protozoarios ou
dindmica ruminal. A associacdo de enzimas (tratamento Pool) aumentou a producdo de
acético, propionico e AGCC totais em relagdo a dieta controle. As variaveis pH minimo,

médio e maximo, tempo de pH abaixo de 5,8, 6,0, 6,2 e 6,5, assim como area de pH abaixo de



58, 60, 6,2 e 6,5 ndo diferiram significativamente entre os tratamentos. Ndo foram
verificadas diferengas para a producdo de biogas ou teores sélidos do efluente. Concluiu-se
que a utilizacdo destes aditivos, nas proporcdes usadas, nao afetou as varidveis de CMS,
digestibilidade, comportamento ingestivo, producdo de CHs4, pH, protozoarios, N-NHz ou
dindmica ruminal. A associacdo de enzimas apresentou melhora na producdo de AGCC

ruminal sem aumentar a emissdo de CHa.

Palavras-chave: Enzimas, consumo, metano, fermentagdao ruminal.



ABSTRACT

COLLAZOQS, P. L. Quantification of enteric methane and ruminal metabolism of cattle
fed with fibrolytic and amylolytic enzymes. 2017. 81 f. Phd. Thesis - Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, 2017.

The objective of this study was to evaluate the effect of enzymes on dry matter intake,
nutrient digestibility, feeding behavior, production of enteric CHs and fermentative
parameters, as well as the production of methane in bovine feces using digester. The
experiment was conducted at the University of Sdo Paulo, Pirassununga/SP, Brazil. Five cows
were used, with a mean weight of 923.04 £ 86.76 kg, cannulated in the rumen, distributed in
five treatments using 5x5 Latin square experimental design: 1) Control: diet without addition
of enzymes; 2) Amylase: diet with 7.5 g of amylase/animal.day(Amaize,Alltech); 3)
Xylanase: diet with 15 g of xylanase/animal.day(Fibrozyme, Alltech); 4) Cellulase + protease:
diet with 7.5 g of cellulase + protease/animal.day (Allzyme VegPro PO, Alltech); 5) Pool:
diet with 30 g of enzymes pool (amylase, xylanase and cellulase + protease)/animal.day. Each
experimental period consisted of 21 days (first 15 days were used for diet adaptation and the
last 5 days for data collection). On days 10" and 20", digestibility was evaluated using the
chromic oxide marker and fecal collection. On the 17" day, ingestive behavior was evaluated
for 24 hours, through visual monitoring every 5 minutes. On day 19", ruminal pH was
measured every 10 minutes, using a continuous measurement device. In order to quantify
short-chain fatty acids (SCFA), methane, concentration of NHs-N and protozoa, rumen
contents were sampled prior to and 3, 6, 9 and 12 hours after morning feeding. The
fermentation technique consisted of incubation of liquid and solid rumen contents in bottles in
a water bath 39 °C for 30 minutes. Subsequent measurement of methane production using gas
chromatography On days 20" and 21", ruminal dynamic was evaluated by emptying this
organ. Data were analyzed using SAS, through the PROC MIXED procedure. The model
included the effect of treatment as fixed factor, animal and period effects as random factors,
considered level of significance of 5%. The addition of enzymes showed no significant
difference in relation to dry matter intake (DMI), digestibility, ingestive behavior, CHa
production, NHz-N, protozoa or ruminal dynamics parameters. The association of enzymes
(pool treatment) increased acetic, propionic and total SCFA production in relation to the
control diet. Not significant differences were observed for the pH variables, as minimum,
average and maximum pH, as well as time and area which pH was below to 5.8, 6.0, 6.2 and
6.5. No differences were verified for biogas production or solid effluent contents. It is
concluded that these additives, in the proportions used, did not affect the variables of DMI,
digestibility, ingestive behavior, CH4 production, pH, protozoa, NH3z-N or ruminal dynamic.
The association of the enzymes showed improvement in the production of rumen SCFA
without increasing the CH4 emission.

Key words: Enzymes, intake, methane, ruminal fermentation.
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1 INTRODUCAO

As mudangas climaticas sdo identificados como problema mundial das ultimas
décadas, sendo a emissdo de gases de efeito estufa uma das principais causas. A busca por
métodos acurados, simples e rapidos para mensurar a producdo de metano e outros produtos
da fermentacdo ruminal, que visem a reducdo na emissdo de gases do efeito estufa (GEE), tem
sido prioridade de estudos. A agropecudria é uma das atividades que contribui com a emissao
de GEE no mundo, principalmente, com a emissdo de CH4 de origem entérica. Esta emissdo
se da através do processo de fermentacdo ruminal, que € o resultado da intensa atividade da
microbiota presente no rimen, degradando os componentes da dieta (celulose, hemicelulose,
pectina, amido, etc.) em compostos tais como: &cidos graxos de cadeia curta (AGCC). Apesar
das concentracdes de CH4 e N2O na atmosfera serem menores que de CO., a importancia das
mensuracfes de seus fluxos de emissdo € devido a esses gases apresentarem potencial de
aquecimento global de 23 e 296 vezes maiores em relacdo ao CO2, respectivamente
(SNYDER et al.,, 2008). E sabido que o CHs4 que é um subproduto da digestdo dos
carboidratos e 0 Hx é removido pelos microrganismos ruminais, transformando-se em CHy,
gera perdas energéticas ao animal, variando entre 2 a 12% da energia bruta total consumida
(JOHNSON & JOHNSON, 1995). A medida que um ruminante adulto pode produzir até 17
litros de metano por hora (RUSSELL, 2002) e que este gas ndo pode ser metabolizado pelo
animal, nem pela microbiota ruminal, perde-se a maior parte para 0 meio ambiente por
expiracdo ou eructacdo (MOSS, 2000). O principal efeito dos aditivos é manipular a
fermentacdo ruminal, aumentando a formacdo de propibénico e diminuindo a formacdo de
metano. Com o0 objetivo de aumentar a eficiéncia de utilizacdo dos alimentos pelos
ruminantes e a utilizacdo de produtos biotecnoldgicos que modificam os parametros de
fermentacdo ruminal, destaca-se a suplementacdo com enzimas exogenas. Estas enzimas tem
objetivo aumentar a eficiéncia do processo fermentativo, favorecendo a degradacdo dos
polissacarideos estruturais, aumentando a taxa de degradacao da fibra e promovendo melhoria
no desempenho produtivo, possivelmente em razdo de seus efeitos nos processos digestivos,
da degradacgéo da parede celular, da manutencdo de niveis adequados de amdnia no rimen e
da estabilizacdo do pH ruminal (DOREAU et al., 2010). O uso de aditivos enzimaticos
exogenos degradantes de fibras para ruminantes foi analisado inicialmente na década de 1960,
como revisto por Beauchemin & Rode (1996). As acgdes das enzimas exogenas podem variar
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de fontes animais, vegetais ou microbianas, sendo que a maioria é obtida pela fermentacao de
microrganismos, em maior parte os fungos do género Aspergillus, Trichoderma e Penicilium.
Os fungos sdo mais utilizados para esta fermentacdo, pelo fato de produzirem maior
guantidade de enzimas, com maior estabilidade e menor custo.

Dentre os produtos biotecnoldgicos modificadores dos parametros de fermentacéo
ruminal, destaca-se a suplementacdo com enzimas, extraidas de fungos ou bactérias, que em
atuacdo conjunta com as enzimas produzidas pelos microrganismos ruminais, aumentam a
eficiéncia do processo fermentativo. As enzimas sdo proteinas de alta complexidade
molecular que, sob condicdes especificas de umidade, temperatura e pH, atuam sobre
substratos especificos, agindo como catalisadores, acelerando e possibilitando uma reacao
(BEAUCHEMIN et al., 1999), podendo ser utilizadas como suplemento na dieta, melhorando
a digestibilidade da parede celular da planta e a eficiéncia do aproveitamento da alimentagédo
(TRICARICO et al., 2008).

A manipulacdo da fermentacéo ruminal tem sido estudada nas Gltimas décadas e vérias
estratégias tém sido aplicadas, tais como a inclusdo de enzimas exdgenas como aditivos
alimentares para ruminantes que tem recebido maior prioridade pelo seu potencial no aumento
da degradabilidade das fibras e na melhoria do desempenho animal (BEAUCHEMIN et al.,
2007; 2003; ROJO et al., 2015; ELLIS et al., 2012). As enzimas fibroliticas demonstraram
melhorar a digestdo das fracGes das fibras e fermentacdo ruminal, funcionando sinergicamente
com as enzimas microbianas do ramen (ALSERSY, H et al., 2015).

Vérias estratégias vém sendo aplicadas para tentar reduzir a producdo de metano
entérico, tal qual a inclusdo de enzimas exdgenas como aditivos na alimentacdo de ruminantes
que vem recebendo grande importancia, pois tende a aumentar a digestibilidade dos alimentos
e melhorar o desempenho animal (BEAUCHEMIN et al., 2007). Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de enzimas na alimentacdo de ruminantes
como estratégia nutricional visando a mitigacdo do CH4 entérico, determinada pela técnica ex
situ, e demais parametros do metabolismo ruminal e digestivo, bem como a emissdo de GEE

nas fezes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracterizacdo das emissdes de gases
Na producdo animal, a preocupacdo do nutricionista é obter a melhor eficiéncia

alimentar, a melhor relacdo entre ganho de peso e consumo de matéria seca, resultando em
alta produtividade. Essa busca, a diminuicdo de perda energética por eructacdo de gases,
como o0 metano entérico e didxido de carbono, é importante, uma vez que o animal pode
perder de 2 a 12% da energia do alimento ingerido apenas eructando esses gases (JOHNSON
et al., 1993). E sabido que ha trés principais fontes de metano emitido no globo terrestre, sdo
elas: naturais (pantanos, oceanos e populacdes de cupins), ligadas a geracdo de energia e
dejetos (queima de gas, carvao, lagoas) e a atividade agropecudria (arrozais e rebanhos). A
pecuaria mundial é responsavel por cerca de 32% da emissdo de metano antropogénico
(PERDOK & NEWBOLD, 2009).

Papel importante do hospedeiro ruminante é manter as condi¢cGes ruminais, para
assegurar que o metabolismo dos microrganismos se mantenha ativo para fermentar os
nutrientes da dieta (VALADARES FILHO, 2006). A producdo de metano no rdmen é
realizada pelas arqueas metanogénicas e esta relacionada a concentracdo de hidrogénio e gas
carbonico (CHAUCHEYRAS et al., 1995). Durante a fermentacdo ruminal, os carboidratos
sdo convertidos em acidos graxos de cadeia curta (AGCC), sendo a formacao destes acidos
acompanhada pela producdo de hidrogénio, podendo gerar metano. A producdo de metano
nada mais € do que uma forma de remocédo dos ions hidrogénio do ramen. A emissdo de
metano depende da quantidade de alimento ingerido e da qualidade da dieta e digestibilidade
proporcionam maior consumo com menor emissdao de metano entérico por unidade de
alimento ingerido, do que dietas de baixa qualidade (PRIMAVESI et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2007). Algumas préticas, tais como o uso de aditivos alimentares, reducdo na idade de
abate, manejo adequado das pastagens, melhoramento genético de forrageiras, uso de vacinas
e adogdo de manejo intensivo e dos sistemas integrados lavora-pecuéria (PEDREIRA &
PRIMAVESI 2009; BERNDT, 2009), possuem grande potencial de mitigagdo dos GEE. A
temperatura ambiental também pode afetar a producdo de gases, tanto indiretamente pela
interferéncia na composicdo quimica das plantas, como de forma direta, alterando o
comportamento ingestivo do animal e as caracteristicas da digestio (MOSS, 2000).
Precursores do propionato, como fumarato ou malato, reduzem a formacao de metano, agindo

como alternativa para a captagéo de hidrogénio (NEWBOLD et al., 2002).
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2.2 Ambiente e fermentacao ruminal

No rimen h& populagdes de bactérias, protozoéarios e fungos, envolvendo atividades
integradas entre diferentes espécies, com a etapa final realizada pelas arqueas metanogénicas
(McALLISTER et al., 1996). A composicdo e a quantidade da dieta, assim como a ingestdo de
matéria seca (MS), tem impacto sobre o padrdo de fermentacdo ruminal, podendo alterar a
taxa de crescimento destes microrganismos. Diferentes substratos determinaréo a comunidade
de microrganismos que os fermentardo, alterando a proporcdo molar entre os AGCC
(VALADARES FILHO, 2006). De forma geral, em dietas a base de forragens, as proporc¢des
entre 0s AGCC no rimen se mantém em torno de 65:25:10 moles de acetato, propionato e
butirato, respectivamente, enquanto que para dietas com maior proporcéo de concentrado se
encontram ao redor de 50:40:10 moles (CARVALHO et al., 2003).

No ambiente ruminal, os microrganismos estdo distribuidos no liquido ruminal,
aderidos a fracdo sélida da digesta ou ligados a parede ruminal. O processo de fermentacdo é
dependente das interrelagcdes na microbiota ruminal (YOKOYAMA & JOHNSON, 1993).

As bactérias se encontram agrupadas em funcdo do substrato que fermentam e podem
ser classificadas em fermentadoras de carboidratos estruturais, ndo-estruturais, proteoliticas e
lipoliticas (RUSSELL, 2002). Bactérias celuloliticas tem a habilidade bioquimica de produzir
a celulase, enzima que pode hidrolisar a celulose e outros carboidratos. Exemplos de bactérias
celuloliticas sdo: Bacteroides succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus,
Clostridium e Cillobacterium cellulosolvens. Os protozoarios sdo importantes na fermentacéo
ruminal e se caracterizam por serem microrganismos anaerdbios, unicelulares, com tamanho
variando de 20 a 200 um (DEHORITY, 1993). Sua populagdo varia de acordo com o tipo de
substrato e sua concentragdo se encontra entre 10* a 10° protozoarios/mL de contetido ruminal
e pode representar de 40 a 60% do total da biomassa ruminal (ARCURI & CARNEIRO,
2006). Segundo Nogueira Filho et al. (2001), o tempo decorrido ap6s a alimentacdo, o
consumo alimentar, a producdo de saliva, a taxa de fermentacdo e a concentracdo de seus
produtos finais (RUSSELL & RYCHLIK, 2001) sdo fatores relacionados ao numero de

protozoarios no ramen.
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2.3 Estratégias nutricionais para diminuicdo da perda energética atraves do metano

A manipulacdo do metabolismo ruminal, através da qualidade de alimento fornecido,
constitui-se em importante fator que afeta a taxa de emisséo de metano entérico (JOHNSON
& JOHNSON, 1995). Porém, a manipulacdo dietética-nutricional dos parametros de
fermentacdo ruminal se torna uma estratégia direta de maior potencial em termos de
simplicidade e efetividade (BONILLA & LEMUS, 2012). Os ruminantes sédo dependentes de
produtos da fermentagdo, como os AGCC e, com o intuito de minimizar as perdas energéticas
da dieta por metanogénese, diversas estratégias nutricionais sdo estudadas. Russell (2002)
relatou que entre as caracteristicas de uma fermentacdo ideal esta a baixa producédo de metano,
visando 6tima eficiéncia alimentar, maior produtividade e consumo baixo de matéria seca.
Entretanto, Johnson et al. (1993) detectaram associacdo negativa entre emisséo de metano e
energia digestivel, quando expressa em porcentagem da energia bruta ingerida. Nkrumah et al.
(2006) relataram que novilhos com baixa conversdo alimentar e, portanto, mais eficientes,
produziram menos metano do que novilhos menos eficientes. Isto posto, torna-se claro o
objetivo de vérios pesquisadores de possuir maior entendimento e controle sobre o
metabolismo ruminal (SCHELLING, 1984), assim como estudar estratégias para diminuicao
da producdo de metano. Diversos métodos foram desenvolvidos com o objetivo de se
quantificar a emissdo de metano por ruminantes, sob diferentes condi¢gbes (MURRAY et al.,
1976; FRANCE et al.,, 1993; JOHNSON et al., 1994). Tem sido objeto de estudo por
nutricionistas a busca por estratégias para aumentar a eficiéncia do rumen, atenuando a
producdo de metano, sem causar impacto negativo sobre a produtividade animal
(McALLISTER et al.,1996). Altas propor¢des de amido nas dietas diminuem a producéo de
CHa por unidade de matéria organica fermentavel no rimen, devido ao aumento da producéo
de propionato. O metabolismo ruminal pode ser alterado de forma direta ou indireta para
melhorar a digestibilidade do alimento fornecido (VARGA & KOLVER, 1997), sendo que a
acao de aditivos alimentares, sobre o metabolismo ruminal, modulam determinadas vias
metabolicas dos microrganismos ruminais, agindo como modificadores de fermentacédo
ruminal (CHALUPA, 1977).



20

2.4 Estratégias de mitigacdo de metano e recuperacao de nutrientes dos dejetos

Parte do alimento ingerido pelos bovinos ndo é totalmente aproveitada e acaba sendo
descartada, em fungéo da nédo digestéo dos nutrientes. O alimento ndo aproveitado pelo animal
é descartado na forma de dejetos, tornando-se o principal residuo do sistema de producédo de
bovinos. Esses dejetos sdo compostos organicos ricos em macro e micronutrientes, possuem
alto teor energético (CASTRILLON et al., 2002). Na bovinocultura leiteira, Van Horn et al.
(1994) observaram que do total da energia ingerida pelas vacas, 33% ¢ perdida através dos
dejetos.

Uma vaca produtora de leite, com idade média de 24 meses e produzindo 15 kg de
leite, produz aproximadamente 45 kg de dejetos por dia. J4, uma vaca de corte produz
aproximadamente 28 kg de dejetos por dia e em média, ambas produzem no minimo 13 L de
urina por dia (FUENTES YAGUE,1992).

Van Horn et al. (1994) realizaram estimativas da producdo de dejetos por vacas
holandesas com 635 kg de peso corporal e estimaram uma dejecdo anual de 22.805 kg de
dejetos totais. Morse et al. (1992) estimaram que vacas leiteiras excretam por dia (fezes +
urina) 54 g de P, 168 g de K, 119 g de Ca, 55 g de Na e 46 g de Mg.

Os dejetos organicos estocados nos currais de confinamento podem produzir de 7 a
27% das emissOes totais de CHs relacionadas aos ruminantes (KREUZER &
HINDRICHSEN, 2006). Entretanto, segundo Santos & Lucas Junior (2004), todo processo de
producdo gera residuo e todo residuo armazena alguma energia. Os sistemas de producédo
podem reverter esse residuo em energia, baratear seu custo de producdo e funcionar de forma
energeticamente equilibrada. Sistemas sustentaveis de producdo animal buscam o maximo de
rendimento com o minimo de desperdicio, com o objetivo de reduzir os impactos ambientais e
melhorar a eficiéncia. Uma alternativa para minimizar os impactos causados pela grande
geracdo de residuos alimentares sdo 0s processos biolégicos de reciclagem de nutrientes.
Estes processos utilizam os residuos provenientes da producdo animal como matéria prima
para a geracdo de subprodutos de valor agregado, tornando a atividade técnica e
economicamente viavel.

A biogasificacdo é um processo de reciclagem de nutrientes, no qual ocorre uma
complexa interagdo de microrganismos, que degradam os diversos componentes organicos,
até a forma final de biogas e biofertilizante. O biodigestor € uma cadmara de fermentacao
fechada, que proporciona condicfes para que a biodigestdo anaerdbia ocorra de maneira
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eficiente. O uso de biodigestores nos sistemas de producdo animal é visto como ferramenta
importante, pois eles promovem o tratamento do residuo e retornam parte da energia, que
seria perdida, de volta ao sistema produtivo, através da queima do gas e recuperacdo dos
nutrientes contidos nos dejetos (SILVA et al., 2005). No processo de biodigestdo anaerobia o
pH é um fator importante, sendo a faixa 6tima para a digestdo anaerdbia valores de o pH entre
6,0 e 8,0 (BATISTA, 1981). O biogas € formado por metano, didxido de carbono e
nitrogénio, obtido a partir da fermentacdo anaerdébia dos dejetos. O metano é o principal
componente do biogas e, segundo Castrillon (2002), o potencial energético do biogas ocorre
em funcédo da quantidade deste gas.

O metano representa de 60 a 80% da composicdo da mistura de gases (BEDUSCHI et
al., 1985). O potencial de producdo de biogas dos dejetos varia conforme as diferentes
espécies animais, dependendo do material organico do substrato, do tipo de tratamento e da
temperatura. A producédo diaria de biogas, encontrada por Nogueira et al. (2013), a partir de
dejetos de bovinos de corte confinados, foi de 0,056 m2, com teor médio de 79,6% de metano,
resultando em um potencial de producdo diario de metano de 0,043 m® por quilograma de
dejeto in natura. Em outro estudo, Hardoin et al. (2003) afirmaram que em confinamento de
100 vacas, biodigestor pode produzir um volume diério de 118 m® de biogas/dia, volume este
suficiente para atender com energia elétrica a demanda da ordenhadeira, do resfriador de leite,
do triturador, do desintegrador, do misturador de racdo e da bomba de agua.

2.5 Metodologias para estimar a producdo de metano em ruminantes

A producdo animal sustentavel tem sido preocupacdo na busca por estratégias para
reduzir as emissfes de gases de efeito estufa, vem sendo notavel o crescimento da producéo
brasileira de carne bovina, em termos quantitativos e qualitativos. Desta forma, surge a
oportunidade de pesquisas e desenvolvimento de novas técnicas mais acuradas, simples e
rapidas, para mensurar a producdo de metano entérico e outros parametros da fermentacéo
ruminal, visando a diminui¢do na emissao de GEE.

Técnicas estdo sendo estudadas desde a década de 50 e as camaras calorimétricas 0s
primeiros sistemas descritos na literatura com esta finalidade de mensurar a produgédo de
metano. A utilizacdo desta técnica foi primordial para coletar os primeiros dados de emissao

de metano entérico, assim como para determinar perdas por incremento calorico. Estas
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informacdes foram utilizadas para se estabelecerem equaces que geraram as tabelas de
exigéncias de energia liquida para gestacdo, ganho de peso e lactacdo (NRC, 2001). A
vantagem da técnica calorimétrica é a acuracia; em contrapartida, é dispendiosa e requer
treinamento do animal para adequacéo as condicdes de restricdo de movimento (JOHNSON
& JOHNSON, 1995).

A técnica in vitro é mais pratica e rapida em relacdo as técnicas in vivo, sendo
utilizada frequentemente por pesquisadores para a determinacgdo da digestibilidade da MS e
mensuracdo da producdo de gases pela fermentacdo ruminal, em que uma amostra do
conteddo ruminal simula em frascos de vidro as condicdes da fermentacdo no ramen. Porém,
é impossivel mimetizar em um frasco a complexidade do contetdo ruminal, sendo que a dieta
a qual o animal é submetido pode afetar os resultados (CHERNEY & SICILIANO; 1993).

A técnica do gas tracador, para determinacdo de metano ruminal, foi criada e
desenvolvida na Washington State University, Estados Unidos (JOHNSON & JOHNSON,
1995), e adaptada no Brasil por PRIMAVESI et al. (2004). Esta técnica consiste em pequena
capsula, na forma de tubo metalico, contendo o gas hexafluoreto de enxofre (SFs), que é
inserida no ramen do animal. Um cabresto é colocado na cabeca do animal, conectado a uma
canga de tubos de PVC. Os gases diluidos que saem da boca e das narinas do animal
misturados ao ar ambiente sdo captados por essa canga e, posteriormente, aferidos no periodo
de 24 horas, através de coletas diarias (WESTBETRG et al., 1998), sendo 0 metano e 0 SFs
quantificados por cromatografia gasosa (ABDALLA et al., 2008; RIVERA et al., 2010). Esta
técnica ndo necessita de animais confinados, pois estes podem se deslocar para as areas de
pastagens, facilitando, desta forma, 0 manejo e a adaptacdo dos animais. Cabe mencionar que
esta técnica mensura apenas 0 metano eructado, ndo sendo possivel quantificarem-se 0s

AGCC, o que prejudica a compreensao do processo global da fermentag&o ruminal.

A técnica ex-situ (micro-rimen) de mensuracao de metano vem sendo desenvolvida no
Departamento de Nutricdo e Produgdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, no Campus USP Fernando Costa, em
Pirassununga/SP, Brasil, com o objetivo de mensurar os produtos da fermentacdo ruminal
(CH4 e AGCC). O principio desta técnica consiste em deixar as amostras de conteudo ruminal
dentro dos frascos de vidro de 50 mL (micro-ramen) incubados em banho-maria, simulando
as condigdes predominantes no rimen (presenca de microrganismos, anaerobiose, temperatura

de 39°C, saliva natural do préprio animal, pH fisiologico) durante 30 minutos. Finalmente,
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apos o bloqueio da fermentacdo, as quantificacdes dos produtos finais da fermentacdo ruminal
(CHa4, AGCC) sdo realizadas e as perdas energéticas do metano sdo expressas em relacdo aos
demais produtos da fermentag@o ruminal (RODRIGUES et al., 2012).

A vantagem desta técnica é a possibilidade de quantificagdo dos produtos finais da
fermentacao ruminal, sendo possivel relacionar as perdas energéticas de producdo de CHs4 em
relacdo a energia total produzida. Também permite avaliar o perfil fermentativo do ruminante

durante o dia, atraves de coletas em diferentes tempos de amostragens do contetdo ruminal.

2.6 Uso de enzimas exdgenas no metabolismo ruminal

Entre a utilizacdo de produtos biotecnoldgicos que modificam os parametros de
fermentacao ruminal, destaca-se a suplementacdo com enzimas, que sdo extraidas de fungos
ou bactérias, que, em atuacdo conjunta com as enzimas produzidas pelos microrganismos
ruminais, visam aumentar a eficiéncia do processo fermentativo. As enzimas sdo proteinas de
alta complexidade molecular que, sob condicdes especificas de umidade, temperatura e pH,
atuam sobre o0s substratos especificos, agindo como catalisadores, acelerando e possibilitando
uma reacdo (BEAUCHEMIN et al., 1999). Dessa forma, a degradacdo dos polissacarideos
estruturais é favorecida e se aumenta a taxa de degradacdo da fibra, promovendo uma
melhoria no desempenho produtivo em razdo de seus efeitos nos processos digestivos, da
degradacdo da parede celular, da manutencdo de niveis adequados de amonia no rimen e da
estabilizacdo do pH ruminal (DOREAU et al., 2010). Segundo Avallaneda-Cevallos et al.
(2004) relataram que a adicdo de enzimas fibroliticas em dieta a base de forragem para
cordeiros foi eficiente em aumentar a degradacdo ruminal da fibra em detergente &cido (FDA)
e a digestibilidade da hemicelulose. Isso pode ocorrer devido a efeitos sinérgicos entre
enzimas exdgenas adicionadas na dieta e microrganismos ruminais, ja que a enzima altera a
estrutura do alimento e o torna mais vulneravel a agdo microbiana (BEAUCHEMIN et al.,
2004; EUN & BEAUCHEMIN, 2007).

O efeito positivo das enzimas nas dietas depende de sua estabilidade no alimento e no
ramen, de sua capacidade em quebrar os polissacarideos da parede celular da forragem e da
habilidade dos animais em utilizar os produtos oriundos destas reagdes (BHAT, 2000). De

acordo com Campestrini et al. (2005), as funcbes que as enzimas apresentam sao: melhorar na
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conversdo e na eficiéncia da digestdo, facilitando a quebra das paredes celulares das

forragens, e aumentando a producéo de carne ou leite.

Tipos de enzimas

O aproveitamento de alimentos fibrosos pelos ruminantes esta relacionado com a
sintese e secrecdo de enzimas pelos microrganismos do ramen, acelerando, assim, a
fermentacao destes compostos presentes na dieta através da utilizacdo de enzimas exdgenas,
como a celulase e xilanase. Com o objetivo de aumentar a eficiéncia de utilizacdo dos
alimentos pelos ruminantes, as enzimas exdgenas, em atuagcdo conjunta com as enzimas
produzidas pelos microrganismos ruminais, potencializam a degradacdo dos polissacarideos
estruturais, aumentam a taxa de degradacdo da fibra e incrementam a taxa de digestdo da
celulose e hemicelulose no rimen (DEHORITY & TIRABASSO, 1998).

As enzimas amiloliticas promovem a hidrdlise do amido em agucares redutores, as
amilases podem ser divididas em: 1) a-amilase, que rompe as ligacBes no interior do
substrato, 2) B-amilase, que hidrolisa unidades das extremidades ndo redutoras do substrato e
3) glucoamilase, qual libera unidades de glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do
substrato  (MORAES, 2004). Por meio da acdo hidrolitica, a amilase aumenta a
disponibilidade de produtos resultantes da hidrolise do amido no rumen, como o0s
oligossacarideos, alterando o processo de fermentacdo pelo fornecimento de substratos mais
hidrolisaveis pelos microrganismos, aumentando a degradacdo do amido no rdmen
(TRICARICO et al., 2008).

Fungos do género Aspergillus sdo considerados importantes produtores da enzima
xilanase, utilizada na industria de alimentos para animais. Esse género é encontrado no
ambiente, sendo cosmopolita, caracterizado pelo seu rapido crescimento e alta capacidade de
utilizar diversos substratos. A eficacia dessas enzimas é parcialmente devida a hidrolise
melhorada da fibra, aumentando sua digestibilidade (DE HAAN et al., 2007). Os fungos séo
capazes de colonizar fragmentos de plantas, penetrando na cuticula e na parede celular de
tecidos lignificados, como nas fibras presentes no rimen, produzindo grandes quantidades de

celulase e xilanase, que apresentam atividade celulolitica (KOZLOSKI et al., 2002).
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A estabilidade da enzima no rimen pode ser natural ou artificialmente induzida pela
glicolisacdo enzimatica, que envolve a ligagdo covalente de monossacarideos a cadeias
especificas de aminodcidos nas enzimas. A formulacdo dos complexos enzimaticos
comerciais € padronizada em funcdo de sua capacidade em degradar a celulose. Estes
produtos constituem compostos multienzimaticos, que desempenham diferentes atividades
hidroliticas (MORGAVI et al., 2000). Diferentes pesquisas tém mostrado que a adicdo de
altos niveis de enzimas para todas as dietas podem produzir respostas menos desejaveis do
que niveis baixos. Lewis et al. (1999) relataram que vacas em nivel médio (2,5 mL/kg da MS)
de suplementacdo enzimatica produziram mais leite do que vacas em baixo (1,25 mL/kg da
MS) ou alto (5,0 mL/kg da MS) nivel de incluséo.

Beauchemin et al. (2000) relataram que nivel alto (3,67 L de enzima/tonelada da MS)
foi menos eficaz do que nivel baixo (1,22 L de enzima/tonelada da MS). Dawson & Tricario
(2008) ressaltaram a necessidade de determinar o nivel ideal de aplicacdo para cada

preparacao enzimatica.

Meétodos de fornecimento de enzimas para alimentacdo de ruminantes

A adicdo das enzimas nas dietas é fator importante para sua acdo em ruminantes
(YANG et al., 2000). O periodo 6timo para os efeitos da enzima se concentra nas primeiras 6
a 12 h do processo de digestio (DAWSON & TRICARIO, 1998). No entanto, a acdo ocorre
antes da colonizacdo bacteriana ao substrato da alimentacdo. Newbold (2002) relatou que as
enzimas devem funcionar dentro de algumas horas ap6s a alimentacdo, antes de serem
degradadas pela atividade proteolitica dos microrganismos do ramen. A adi¢do de enzimas
exogenas nos alimentos aumenta a ligacdo da enzima com o substrato, 0 que aumenta a
resisténcia das enzimas a protedlise e prolonga o seu tempo de residéncia no interior do
ramen. Estudos sugerem que a administracdo de enzimas diretamente no alimento seria mais
eficaz do que quando administradas no ramen (McALLISTER et al., 1999). Aplicar enzimas
exogenas na forma liquida em alimentos, antes do consumo, pode ter efeito positivo sobre o
desempenho animal (RODE et al., 1999; YANG et al., 2000). Os alimentos secos possuem
teor de umidade ideal & atuagdo enzimatica e, em alimentos Umidos, a dose necesséaria é mais
elevada (BEAUCHEMIN & RODE, 1996). Fisiologicamente, existem diferentes formas de
acao das enzimas exogenas e esses efeitos podem ser simples, como a liberacdo de

carboidratos solUveis, ou complexos, como a remogéo de ions de barreiras estruturais. Martins
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et al. (2006) estudaram o efeito da suplementacdo com 12 g de enzimas fibroliticas
(Fibrozyme — ALLTECH), compostas por celulase e xilanase, e encontraram efeito
significativo na digestibilidade de 31,49 a 39,20%, na auséncia ou com aditivo, avaliando
silagem de milho e feno de Tifton 85 cortado aos 90 dias em dietas compostas por 70% de
volumoso.

Fornecendo dieta concentrada suplementada com enzimas para bovinos em
terminacdo, Beauchemin et al. (1997) mostraram aumento de 11% na conversdo alimentar,
resultando em aumento de 6% em ganho de peso e diminuicéo de 5% na ingestdo de alimento.
A suplementacdo enzimatica se torna uma alternativa para se obter melhor aproveitamento do

alimento.
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HIPOTESE E OBJETIVO

» A hipotese do presente trabalho € que a eficiéncia de utilizacdo dos alimentos pelos
ruminantes, utilizando diferentes tipos de enzimas exdgenas, € aumentada,
melhorando a digestibilidade dos alimentos e promovendo a reducdo da producéo de
CHa.

Objetivo:

» Auvaliar o uso de enzimas na alimentacdo de ruminantes como estratégia nutricional
visando & mitigacdo do CH4 entérico, determinado pela técnica ex-situ, e avaliar
demais parametros do metabolismo ruminal e digestivo, bem como emissdo de GEE

nas fezes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local experimental e bioética

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso dos Animais da Universidade
de S&o Paulo, sob o protocolo n° 9296281113, e 0 experimento realizado no Departamento de
Nutricdo e Producdo Animal (VNP) da Faculdade da Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade de Sdo Paulo (USP), Campus da USP Fernando Costa, em

Pirassununga/SP, nas instalacbes do Laboratorio de Nutricdo de Ruminantes.

3.2 Manejo e alimentacéo dos animais

Foram utilizadas cinco vacas holandesas ndo gestantes e ndo lactantes, com peso vivo
de 923,04 £ 86,76 kg e portadoras de canula ruminal. Os animais foram pesados no primeiro e
no ultimo dia de cada periodo experimental e mantidos em instalacdo coberta, em baias
individuais com cochos de cimento e bebedouros automaticos comuns a cada dois animais,

bem como camas de areia que proporcionaram maior conforto e bem-estar.

As dietas foram ofrecidas ad libitum, duas vezes ao dia, as 8h00 da manhé e as 16h00
da tarde, na forma de racdo completa, na qual as diferentes enzimas eram bem misturadas as
dietas nos cochos. Alimento foram disponibilizadas aos animais na proporcdo 30% de

volumoso e 70% de concentrado.

A fonte de volumoso utilizada foi a silagem de milho e o concentrado consistiu-se de
milho em grdo moido, farelo de soja, ureia, sal comum, calcario e suplemento mineral. As
proporcdes dos diversos ingredientes nas dietas experimentais e a composi¢do quimica das

mesmas estao descritas na Tabela 1.



Tabela 1 - Proporcéo de nutrientes e analise quimica das dietas experimentais

Ingrediente (%MS) Dieta basal
Silagem de milho 30,00
Milho em grdo moido 61,67
Farelo de soja 5,14
Ureia 0,88
Sal comum 0,44
Calcario 0,09
Suplemento mineral* 1,77

Anélise quimica

Matéria seca (%) 76,48
PB (% MS) 13,24
PDR? (% PB) 65,10
PNDR? (% PB) 34,90
FDN (% MS) 26,98
FDNe? (% MS) 22,60
FDA (% MS) 14,13
CNE2 (% MS) 46,10
Amido? (% MS) 39,30
MM (% MS) 4,56
Ca (% MS) 0,48
P (% MS) 0,34
EE (% MS) 3,16
NDT? (% MS) 67,30
EL/? (Mcal/dia) 1,55

1Suplemento mineral e vitaminico, quantidade por kg de produto: 200 g de célcio, 60 g de fosforo, 20 g de enxofre, 20 g de
magnésio, 70 g de sédio, 15 mg de cobalto, 700 mg de cobre, 700 mg de ferro, 40 mg de iodo, 1.600 mg de manganés, 19 mg
de selénio, 2.500 mg de zinco, 200.000 Ul de vitamina A, 50.000 Ul de vitamina D3, 1.500 Ul de vitamina E; 2Estimado
segundo o programa Spartan Dairy Ration Evaluator/Balancer, versdo 3.0.3.
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3.3 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi dividido em cinco periodos, onde cada periodo teve duracéo de 21
dias, sendo 15 dias de adaptacdo as dietas e os seis Ultimos dias destinados a coleta de dados.
A partir do dia 16 até o dia 21 foram coletados os dados de consumo de matéria seca (CMS).
Entre 10 ao 20 foram feitas coletas de dados de digestibilidade por meio do marcador de
oxido crémico, constituido por duas fases, sendo os cinco primeiros dias para adaptagdo ao
marcador e os cinco ultimos para coleta de dejetos, no dia 17 foi avaliado o comportamento
ingestivo. O 19 dia foi destinado a coleta de conteudo ruminal para determinacdo dos
pardmetros da fermentacdo ruminal (pH, N-NHz, protozoarios, CHs AGCC e PER). A
dindmica ruminal foi avaliada nos 20 e 21 dias pela técnica de esvaziamento ruminal.

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino 5x5, utilizando-se como
unidade experimental o animal dentro de cada periodo. O experimento contou com 25
unidades experimentais, sendo: 5 animais, 5 tratamentos e 5 periodos. Os animais foram
distribuidos em uma das cinco dietas experimentais (isoenergéticas e isoproteicas), que

diferiram de acordo com as enzimas utilizadas, conforme descri¢éo:
1) Controle: dieta sem adic¢éo de enzimas;
2) Amilase: dieta com 7,5 g de amilase/animal/dia (Amaize®, ALLTECH);

3) Xilanase: dieta com 15 g de xilanase/animal/dia (Fibrozyme®, ALLTECH);

4) Celulase + Protease: dieta com 7,5 g celulase + protease/animal/dia (Allzyme VegPro
PO®, ALLTECH);

5) Pool: dieta com 30 g de mistura de enzimas (3,75 g de amilase, 7,5 g de xilanase e 3,75 g
de celulase + protease)/animal/dia.

3.4 Caracteristicas avaliadas de consumo, digestibilidade e comportamento ingestivo

Consumo de matéria seca

O CMS foi avaliado nos ultimos 6 dias de cada periodo experimental, pela diferenca
entre alimento fornecido em um dia e a sobra de alimento, coletada e pesada na manha

seguinte ao fornecimento, corrigida pela porcentagem de matéria seca (MS) da dieta. Com a
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obtencdo do peso das sobras do dia anterior, procurou-se manter a quantidade de sobras na
proporcdo de 5 a 10% do ofertado. Nos mesmos dias, juntamente com o CMS, foram
amostrados os alimentos utilizados nas dietas. Para anélise quimica das amostras de alimento
oferecido, foi retirada uma aliquota de 200 g, a qual foi acondicionada em embalagem

plastica, identificada e armazenada em freezer a -20 °C até 0 momento das analises quimicas.

Digestibilidade dos nutrientes

A digestibilidade aparente total da MS da dieta e suas fracdes (PB, EE, CNF, MO,
FDN, FDA e EB) foram determinadas através do marcador Oxido crémico, segundo
BATEMAN (1970). Foram administrados, via canula ruminal, 15 g/vaca/dia do marcador, por
meio de envelopes confeccionados em papel absorvente. O ensaio foi constituido por duas
fases (Figura 2), sendo a primeira para adaptacdo ao marcador e a segunda para coleta de
fezes. Para determinacdo da composicdo das fezes, foi retirada uma aliquota de 200 g por
animal, duas vezes ao dia. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos, identificadas
de acordo com o animal e com o periodo de coleta e mantidas em freezer a -20 °C para
posterior determinacdo da concentracdao de 6xido crémico, segundo Conceicéo et al. (2007),

bem como de sua composic¢do quimica.

Ao final do periodo experimental, as amostras dos alimentos e das fezes foram
analisadas para determinacao dos teores de matéria seca (MS), obtidos por meio de secagem a
55 °C durante 72 horas. Depois de secas, as amostras foram moidas em moinho willey, com
peneiras de 1 mm, e armazenadas em frascos até o momento da andlise do alimento e das
fezes. As amostras foram analisadas para obtencdo da MS segundo AOAC (2006; método
930,15), matéria mineral - MM (AOAC, 2006; método 942,05), contetudo de nitrogénio pelo
método de micro-Kjeldahl (AOAC, 2006; método 920,87), extrato etéreo - EE (AOAC, 1990;
método 920,85), célcio - Ca (AOAC, 1995; método 968,08) e fosforo - P (AOAC, 1990;
método 965,17).

Fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram analisadas
segundo VAN SOEST (1991). A andlise de lignina foi realizada sobre os residuos de FDA,
utilizando-se o método de acido sulfurico direto (ROBERTSON & VAN SOEST, 1981).
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Comportamento ingestivo

O comportamento ingestivo foi realizado no 17° dia, por 24 horas, iniciando-se as
8h00 da manha e terminando as 8h00 da manha do dia seguinte, por meio de monitoramento
visual. Os animais foram observados a cada cinco minutos, sendo avaliados os seguintes
parametros: comendo (C), bebendo (B), ruminando (R) e 6cio (O), conforme metodologia
descrita por Maekawa et al. (2002). Os resultados referentes aos dados de comportamento
ingestivo foram obtidos utilizando-se equacfes, nas quais a soma de todos 0s eventos
comendo representa 0 nimero diario de eventos comendo (NEC; eventos/dia). As demais
atividades, como o numero de eventos bebendo (NEB), ruminando (NER) e écio (NEO)
foram calculadas da mesma forma. O ndmero diario de eventos mastigando foi obtido pela
somatoria do numero de eventos comendo e ruminando. O tempo total comendo (TTC;
min/dia) foi definido como a soma de todas as atividades comendo. O tempo médio comendo
por evento (TCE; min/evento) foi obtido pelo TTC dividido pelo nimero de eventos
comendo. Foram realizados os tempos totais de ruminacéao, bebendo, écio e os tempos médios
de ruminacdo, bebendo e 6cio por evento. O tempo total de mastigacdo (TTM; min/dia) foi
calculado pela soma do TTC e do TTR. O numero diario de eventos de mastigacdo (NEM;
eventos/dia) foi obtido pela soma do NEC e do NER, enquanto o tempo médio de mastigacao

por evento (TME; min/evento) foi calculado pela razéo entre TTM e NEM.

A taxa de ingestdo (kg/evento) foi determinada como sendo a razdo entre 0 consumo
médio de MS e o NEC. A taxa de ingestdo de FDN (kg/evento) foi determinada como sendo a
razdo entre o consumo médio de FDN e o NEC. A taxa de ingestdo de MS ou FDN (min/kg)
foi determinada pela razdo entre TTC e as quantidades médias de MS ou FDN ingeridas. As
taxas de ingestdo da MS ou FDN (kg/min) foram calculadas pela razéo entre as quantidades
médias de MS ou FDN ingeridas e o TTC. Os mesmos calculos foram realizados para as taxas

de ruminacao da MS ou FDN (min/kg) e mastigacdo de MS ou FDN (min/kg).
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3.5 Caracteristicas avaliadas da fermentacao ruminal

Dinamica Ruminal

A dindmica ruminal foi avaliada nos dias 20° e 21° de cada periodo experimental,
utilizando-se a técnica de esvaziamento ruminal, antes da alimentacdo matinal e 3 horas apds
a alimentacdo da manhd, o contetdo do ramen foi removido manualmente via canula ruminal
de acordo com Chilibroste et al. (2000) e colocado em baldes. A separacdo entre liquidos e
solidos foi realizada pela filtragem da porcéo liquida através de uma peneira. Em seguida, 0s
materiais liquido e solido foram pesados separadamente, sendo coletada uma aliquota de 5%
do contetdo solido de cada animal para mensuracdo do teor de matéria seca do contetdo
ruminal; imediatamente depois de disso, o contetdo ruminal foi devolvido de volta no rimen.
As amostras foram secas a 55 °C durante 72 h e, por meio da massa de cada amostra, foi
calculada a MS do contetdo ruminal. Com os valores de contetdo ruminal e CMS foi
calculada a varidvel Taxa de desaparecimento da massa solida, que foi expressa em %/h e em
kg/h.

» Taxa de desaparecimento da massa sélida (%/h):

Consumo de MS (kg/d) /24
Massa solida (kg)

Taxa de desaparecimento (%/h) = 100 x

» Taxa de desaparecimento da massa solida (kg/h):

Taxa de desaparecimento (kg/h) = Massa s6lida x 12xa de desaparecimento (Ya'h)
100

Técnica de fermentacdo ruminal (micro-ramen)

O principio desta técnica consiste em deixar as amostras de contetudo de rimen dentro
de frascos (micro-rimen) incubados em banho-maria (39 °C), simulando as condicGes
predominantes do rimen (presenca de microrganismos, ambiente anaerébio, temperatura de

39 °C, saliva e pH fisiologico do ramen).

No 19° dia, o conteudo ruminal foi coletado das vacas individualmente, antes da
refeicdo matutina e 3, 6, 9 e 12 horas apos a alimentagdo da manhd. Neste dia, 0s animais

foram alimentados uma vez no periodo da manhé e outra vez apos a coleta feita com 12 horas
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de intervalo da primeira refeicdo. Foram retirados aproximadamente 300 mL de contetdo
liguido com uma sonda acoplada a uma bomba de vacuo e 300 g de conteudo solido
manualmente em cada tempo de amostragem, a partir de trés pontos diferentes, através da
canula ruminal. As duas fracGes foram misturadas em proporc¢des iguais (50% de fase liquida
e 50% de fase sélida) e homogeneizadas antes de se determinar os produtos da fermentagéo
ruminal (AGCC, CHa4 e N-NH3) com a técnica da fermentacdo ruminal ex situ, de acordo com
Rodrigues et al. (2013).

Procedimento da técnica de fermentacdo ruminal

Foram preparados quatro frascos por animal, sendo que dois frascos foram usados para
a incubacdo (Ts3o) e dois deles foram utilizados como branco (To). Uma aliquota de 30 mL do
conteudo ruminal composto e homogeneizado foi adicionado através de um funil em cada um
dos quatro frascos de tipo penicilina de 50 mL de capacidade. Apds a alocacdo do conteido
dentro dos frascos, estes foram tampados imediatamente com rolha de borracha e seladas com
vedacdo de aluminio, com a ajuda de um alicate de recrave, e identificados com lacre. Em
seguida, os frascos foram lavados com CO», por meio de agulhas para entrada e saida para
garantir um ambiente anaerdbio e incubados a 39 °C durante 30 minutos. As fermentacdes

foram inativados por autoclave durante 15 minutos.

Medicao de volume e concentracdo do gas metano

A mensuracao do volume do gés total produzido pelas amostras, nos frascos incubados
(T30) e ndo incubadas (To) foi feita utilizando-se um transdutor de pressdo (Datalogger
Universal® - modelo Logger AG5000) conectado a uma seringa com agulha e a uma valvula
de trés saidas do transdutor. O volume de gas foi obtido pela soma entre o volume obtido no
transdutor mais (“head space”). A determinagdo da concentracdo de CHa4 foi realizada por
cromatografia gasosa (Trace 1300, Thermo Fisher Scientific®, Rodano, Mildo, Italia),
injetando 0,5 mL do gas de cada frasco, de acordo com Kaminski et al. (2003), em um

ambiente de temperatura controlada (25 °C).
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Célculo de volume de liquido e concentracdo de AGCC

O volume do liquido ruminal dentro dos frascos incubadas (T3o0) € ndo incubadas (To)
foi calculado pela diferenca entre peso do frasco da amostra apds secagem num forno com
circulacdo forcada de ar a 105 °C durante 24 horas e 0 peso do liquido antes do forno. O teor
de sélidos dos frascos foi obtido pela diferenca de peso entre o frasco contendo a amostra
apos secagem no forno e o peso do frasco vazio (antes do enchimento com amostra de
contetdo ruminal). Para anélise de AGCC, foi retirado 2,0 mL do conteudo ruminal de cada
frasco. Esta fracdo liquida foi colocada em tubos de ensaio e centrifugada a 2000 rpm durante
20 minutos. Em seguida, 2,0 mL do sobrenadante foram acondicionado em tubo de ensaio
contendo 0,4 mL de acido férmico PA e congelou-se a -20 °C até o momento da anélise, de
acordo com Erwin et al. (1961). Os AGCC foram quantificados por cromatdgrafia gasosa
(Focus GC, Thermo Scientific®, Rodano Mildo, Italia), utilizando coluna de vidro com 1,22
m de comprimento e 0,63 cm de diametro interno, empacotada com fase estacionaria 80/120
Carbopack B-DA/4% (Supelco, Sigma -Aldrich®, St. Louis, MO, USA).

Célculos da producéao de CHs e AGCC

A quantificacdo da producdo de CHj4 foi obtida pela multiplicagéo entre o volume total
do gas (mL) e a concentragdo de CH4 na fase gasosa (mmol/mL), obtida no frasco incubado
(T30) €, em seguida, o resultado foi subtraido do valor produzido no frasco ndo incubado (To).
A quantificacdo individual de AGCC foi obtida por meio da multiplicacdo do volume de
liquido (mL) pela concentracdo de AGCC (mmoL/mL), obtida no frasco incubado (Tso), €
este valor foi subtraido do frasco ndo incubado (To). Dessa forma, a produgdo de CHs e

AGCC foram determinadas utilizando-se da seguinte equacgéo:
Prod.CH4 = (Conc.CHs x Volume gés total) T30 - (Conc.CH4 x Volume gés total) To
Na qual:

Prod. CH4 = Produgdo de metano no momento entre a injecdo do liquido ruminal no frasco até
a inativacéo;

Conc. CH4 = Concentragdo de CH4 (mmol/mL);

Volume gés total: Volume de gas total obtido pela soma entre o volume obtido no transdutor
mais o volume do headspace do frasco (mL);
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T30 = Tempo de 30 min de incubacéo;

To= Tempo de 0 min de incubacdo (frasco branco).

Prod. AGCC = (Conc. AGCC x Vol. Lig. Total) T30 - (Conc. AGCC x Vol. Lig. Total) To
Na qual:

Prod. AGCC = Producdo de AGCC no momento entre a injecdo do liquido ruminal no frasco
e inativacgéo;

Conc. AGCC = Concentragdo de AGCC (mmol/mL);

Vol. Lig. Total: volume liquido no frasco obtido por diferenca de peso entre antes e depois da
estufa (mL);

T30 = Tempo de 30 min de incubacéo;
To = Tempo de 0 min de incubacéo (frasco branco).

Em seguida, as produgdes de CHs e AGCC foram expressas com base no conteido sélido

incubado nos frascos (gramas ou quilogramas).

Calculo da perda de energia relativa

Apos a quantificacdo dos produtos da fermentacdo (CHs ou AGCC) sobre a amostra
contida em cada frasco, cada produto foi multiplicado pelo seu calor de combustéo, a fim de
se expressar a producdo de metano em porcentagem da energia da fermentacdo produzida.
Assim, a perda de energia relativa (PER) equivale a razdo entre a energia contida no metano
produzido e a somatdria da energia contida em todos os produtos da fermentacdo
quantificados (CHs4 e AGCC), expressa em porcentagem. Para isso, foram utilizados os
seguintes dados da literatura cientifica, assumindo: acético, propiénico, butirico, CHs e COg,
de 0,015, 0,021, 0,025, 0,055 e 0,0 MJ/g ou 0,88, 1,54, 2,20, 0,88 e 0,0 MJ/mol,
respectivamente. A perda de energia relativa foi calculada usando a formula (RODRIGUES et
al., 2012):

Logo:
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Energia do CH,
PER = -
Energia do CHy+ C;+ G5+ Cy

Na qual:

PER = Perda de energia relativa (%);

CH4 = Metano (MJ/g ou MJ/mol);

C2 = Acido acético (MJ/g ou MJ/mol);

Cs = Acido propidnico (MJ/g ou MJ/mol);
C4 = Acido butirico (MJ/g ou MJ/mol).

Concentracao de nitrogénio amoniacal

No 19 dia de cada periodo experimental, foram coletados contetdo ruminal antes da
refeicdo matutina e 3, 6, 9 e 12 horas apos a alimentacdo da manhd para determinacdo da
concentracdo de N-NHs. Uma aliquota de 2 mL da amostra de cada frasco foi centrifugada e
colocada em tubo de ensaio contendo 1,0 mL de solucéo de acido sulfarico 1N e os tubos
foram imediatamente armazenados em freezer até que se fizesse anélise por colorimetria, de
acordo com o método descrito por Kulasek (1972) e adaptado por Foldager (1977). O balanco
foi obtido subtraindo-se a concentragdo de N-NHsz dos frascos incubados (Tao), pela
concentracdo dos frascos ndo incubados (To). Com este procedimento é possivel avaliar se o
balanco da producdo de aménia no rimen é positivo ou negativo. Esta informacdo foi
expressa em termos de alteragdes na concentragdo (mg/dL) por hora.

Logo:
Balango de N-NHs (mg/dL/h) = (Conc. 30 min (mg/dL) — Conc. 0 min (mg/dL)) x 2

Onde 2 é o coeficiente utilizado para transformar dados de 30 min em 60 minutos (ou 1 hora).

Mensuracéo de pH ruminal

O pH ruminal foi mensurado no 19 dia de cada periodo experimental, em intervalos de
10 minutos, durante 24 horas, utilizando-se probes de mensuragdo continua (Penner et al.,
2006). O sistema foi desenvolvido utilizando-se data logger de pH (Model T7-1 LRCpH,
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Dascor, Escondido, CA, USA), uma bateria alcalina de 9 Volts e um cabo para conexao no
computador. Este material foi abrigado em uma cépsula de PVC resistente a agua. O eletrodo
de pH (Modelo S655CDHT, Dascor, Escondido, CA, USA) foi coberto por uma protegéo de
38 mm de diametro com quatro furos de 25 mm, que foram desenvolvidos para permitir a
passagem de particulas e do liquido enquanto protege o eletrodo de entrar em contato direto
com o epitélio ruminal. Dois pesos de 900 g foram acoplados ao eletrodo a fim de manter a
probe no saco ventral do rimen. Cada eletrodo foi calibrado usando padrdes de pH 4,0 e 7,0
antes e apos a colocacdo das probes no rimen. A obtencdo dos valores de pH ruminal permite
o célculo das variaveis: pH médio, pH minimo, pH maximo, area sob a curva e duracdo do

tempo em que 0 pH permaneceu abaixo de 5,8, 6,0, 6,2 e 6,5.

Contagem de protozoarios

A contagem total e diferencial de protozoarios do ramen foi realizada no 19 dia de
cada periodo experimental. O contetdo ruminal foi coletado de 5 animais manualmente a
partir de 3 pontos diferentes, via canula ruminal, e cada amostra coletada (10 mL de contetdo
ruminal) antes, 3, 6, 9 e 12 horas ap0s a alimentacdo matinal foi armazenada em 125 frascos
contendo 20 mL de formaldeido a 18,5% (v/v). Para posterior realizacdo da contagem total e
diferencial dos protozoarios, foi utilizado 1 mL da amostra diluida com formol e foram
adicionadas 2 gotas de verde brilhante a 2%, deixando repousar por 4 horas. Em seguida,
foram adicionados 9 mL de glicerol a 30% e a mistura foi homogeneizada, tornando-se a
amostra do liquido ruminal diluida 30 vezes. Para as contagens diferenciais dos protozoarios,
foi utilizada uma camara de contagem “Sedgwick-Rafter”” composta por reticulo de 0,5 mm x
0,5 mm de area, com subdivisdes de 25 quadriculos, acoplada na ocular de um microscopio
(Olympus, modelo CH>), conforme técnica descrita por Dehority (1993). Com a camara
acoplada ao microscopio, foram contados 100 campos Opticos através do reticulo, com
aumento de 100 vezes, sendo utilizado o fator de corregdo “16” multiplicado pelo valor médio
da contagem dos campos. Por este método, diferenciou-se 0s géneros: Isotricha, Dasytricha,
Entodinium e a sub familia Diplodinae (Diplodinium, Eudiplodinium, Ostracodinium e

Polyplastron) contidos no rumen.
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3.6 Caracteristicas avaliadas da biodigestdo anaerobia das fezes.

Ensaio de biodigestao

Foram coletados pools representativos de fezes de cada animal, alimentados com
diferentes dietas, em cada periodo. Os tratamentos foram determinados com base nas fezes de
vacas que receberam dietas diferentes. Os substratos (dgua + fezes + indculo) foram
preparados, a fim de conter 5% de ST, onde 10% dos ST proveniente do inoculo. O indculo
adveio de biodigestores continuos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp -
Campus de Jaboticabal - SP. Cada biodigestor foi abastecido com seu respectivo substrato,
com uma carga Unica de 1,8 kg de substrato (Tabela 2).

Para o0 ensaio de biodigestdo anaerobia das fezes foram utilizados 25 biodigestores do
tipo batelada, os quais foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado, com 5
tratamentos e 5 repeticdes. Os biodigestores do tipo batelada foram constituidos por trés
cilindros retos de PVC com diametros de 7,5, 10 e 15 cm, acoplados sobre um cap de PVC
com capacidade operacional de 2 litros de substrato em fermentacdo cada. Os cilindros de 10
e 15 cm foram inseridos um no interior do outro, de tal forma que o espaco existente entre a
parede externa do cilindro interior e a parede interna do cilindro exterior comportasse um
volume de agua (“selo de agua”), atingindo profundidade de 50 cm. O cilindro de didmetro
intermediario teve as extremidades vedadas, conservando-se apenas uma abertura para
descarga do biogas, e emborcado no selo de agua, para propiciar condi¢cbes anaerdbias e
armazenar o gas produzido.

Tabela 2 - Caracteristicas dos substratos utilizados nos biodigestores.

Tratamentos
Variaveis Controle Amilase  Xilanase C+P Pool EPM Probab?®
ST (%) 4,1040 4,0020 4,3840 4,1240  4,2440 0,0810 NS
SV (%) 3,7180 3,5920 3,9360 3,6060 3,7640 0,0762 NS
PB (% de ST) 13,27 12,62 13,14 13,21 12,70  0,2499 NS
MO (% de ST) 89,56 89,59 89,55 88,92 88,24  0,2682 NS
EE (% de ST) 2,50 2,21 2,01 2,38 1,89 0,1032 NS
FDN (% de ST) 38,66 38,74 35,00 34,69 35,35  0,8425 NS
FDA (% de ST) 27,21 25,24 26,14 26,24 2450  0,5599 NS
Lignina (% de ST) 10,49 10,32 10,23 9,45 9,95 0,2499 NS
EB (kcal/kg ST) 4279 4269 4205 4251 4119 28,521 NS

ST = sélidos totais; SV = solidos volateis; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; FDN = fibra em detergente
neutro; FDA = fibra em detergente &cido; 'C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrio da média; *Probab = Probabilidade; NS = N&o
significativo.
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Depois de abastecidos, o0s biodigestores foram acondicionados em uma camara
climatica com temperatura controlada entre 30 a 38 °C. A temperatura ambiente foi
monitorada diariamente por meio de termémetro digital °C, antes de cada leitura do biogés. O
ensaio de biodigestdo anaerdbia teve duragdo total de 206 dias, iniciado em 12/08/2015 e
finalizado em 05/03/2016, tempo este suficiente para que ocorresse a paraliza¢do na producéo

de biogas, indicando completa fermentacdo de todo material presente no biodigestor.

Composicéo dos substratos

Amostras dos substratos, pré e pds digestdo anaerdbia, foram analisadas para
determinacdo dos teores de matéria seca (MS), obtidos por meio de secagem a 55 °C (forno de
ar forcado) durante 48 horas. Depois de secas, as amostras foram moidas em moinho willey,
com peneiras de 1 mm, para obtencdo da MS, segundo AOAC (2006), em estufa de ar forcado
a 105 °C, durante 4 horas, seguido de pesagem a frio (método 930.15); O conteldo de
nitrogénio foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl e foi multiplicado por 6,25 para
determinar conteudo proteico (AOAC, 2006; método 920,87). JA o extrato etéreo foi
determinado de acordo com a Associacdao de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC, 1995),

utilizando-se éter de petroleo leve no aparelho Soxhlet (método 920.39).

A fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em detergente acido (FDA) foram
analisadas segundo VAN SOEST (1991), sendo que a analise de lignina foi realizada sobre os
residuos de FDA, utilizando-se o método de &cido sulfarico direto (ROBERTSON & VAN
SOEST, 1981).

Determinacéo do pH

Foram avaliadas as amostras do afluente e efluente, no inicio e final do experimento,

com a utilizacdo do pHmetro, de modo a se obter o valor exato do pH de cada solucéo.

Teores de ST e SV

Os teores de ST e SV das amostras coletadas do afluente e efluente durante o processo de
biodigestdo anaerdbia foram determinados de acordo com a metodologia descrita por APHA
(2012).



41

Analise de biogas e metano

A mensuracdo do volume de biogas foi realizada apds a leitura do deslocamento
vertical do gasdmetro (Figura 1), que foi medido em centimetros e os valores foram
multiplicados pela area transversal interna dos gasdmetros e corrigidos para as condigdes de 1
atm e 20 °C, obtendo-se o volume de biogas acumulado (m®), segundo o modelo proposto por
Lucas Junior (1994). Apds cada leitura, os gasometros foram zerados utilizando-se o registro

de descarga do biogas.

Figura 1 - Biodigestores e respectivos gasdmetros (vista frontal).

Arquivo pessoal

Amostras de biogas foram colhidas em cada medi¢do do volume de biogés, utilizando-
se uma seringa ligada ao registro de gas em cima do gasémetro. Primeiramente, os frasco de
tipo penicilina de 50 mL de capacidade foram identificados, lacrados com rolha de borracha e
lacre de aluminio e recravados com um alicate de recrave acoplado a uma valvula de 3 vias.
Posteriormente, a amostra foi utilizada para lavagem dos fracos, o biogés foi injetado nos
frascos por uma das vias e era expulso por outra, garantindo a eliminagéo de todo ar presente
no frasco, por trés vezes. Apés a lavagem, 50 mL de biogas foram injetados nos frascos para
andlise de composi¢do do biogas.

A composicdo do metano foi analisada para toda amostra de biogas nos frascos. De cada
amostra, foram recolhidos 2 ml de biogas a partir dos frascos com seringa Gas-Tight e
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injetados num cromatografo (Trace 1300, Thermo Fisher Scientific®, Rodano, Mildo, Itélia),
de acordo com Kaminski et al. (2003), em um ambiente de temperatura controlada (25 °C).

O cromatografo foi calibrado com gas padrdo contendo 3,1% de metano, 3,1% de
dioxido de carbono e 0,49% de Oxido nitroso, diluido em atmosfera de ar. Utilizou-se como
gas de referéncia padrdo contendo 50% de metano e 50% de dioxido de carbono (mol/mol) e
10% de N20 em balan¢o com He (mol/mol).

O volume de metano foi calculado pela multiplicacdo do volume de biogas pela
concentracdo de metano. Os potenciais de producdo de metano foram calculados por meio das
producdes de metano, dividindo-se os valores de producdo pelas quantidades de substrato, ST

e SV adicionada e reduzida nos biodigestores durante o processo de biodigestdo anaeroébia.

3.7 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento PROC MIXED do SAS 9.4
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Inicialmente, os dados foram analisados em relagdo a
presenca de informaces discrepantes (outliers), bem como foi verificada a normalidade dos
residuos pelo teste Shapiro-Wilk. A observacdo individual foi considerada atipica quando os
desvios padrdo em relagdo a média foram maiores que +3 ou menores que -3. Quando a
suposicdo de normalidade ndo foi aceita, foi necessaria a transformacédo logaritmica ou a raiz
guadrada. O modelo incluiu o efeito de tratamento como fator fixo e os efeitos de animal e
periodo como fatores aleatorios. Para os dados de CMS, digestibilidade, comportamento
ingestivo, dindmica ruminal e pH foi utilizado o seguinte modelo estatistico conforme a

equacao abaixo:

Yijl=pu + Ti + Pj+ A+ eiji

Na qual:

Yiji = Observacéo referente ao Tratamento; + Periodoj + Animal;;
1 = Média geral;

Ti = Efeito fixo de tratamento;

P;j = Efeito aleatorio de periodo;
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A = Efeito aleatorio de animal;

eiji = Erro aleatdrio associado a cada observacao.

Para as variaveis de CHs, AGCC, balanco de N-NH3 e contagem de protozoarios, 0s
dados foram analisados de acordo com o procedimento para modelos mistos (PROC MIXED)
e o tempo foi a variavel repetida. Entre as 24 diferentes estruturas de covariancia testadas, o
modelo utilizado foi escolhido com base no valor mais baixo do Critério de Informacéo
Akaike Corrigido (AICC) (Wang e Goonewardene, 2004). No modelo, o efeito de tratamento,
0 tempo e interacdo tratamento * efeito de tempo foram considerados fixos e os efeitos de
periodo e animal foram considerados aleatorios. Para a comparacdo média entre 0s
tratamentos foi utilizado o teste PDIFF ao nivel de 5% de significancia. O modelo estatistico

utilizado esta descrito conforme a equacéo abaixo:

Yikm=p + Ti+ Pj+ Ak +eijk + T\ + (T; xTlij)+eijkim.
Na qual:

Yijkim = Variavel de resposta dependente;

= Média geral,

Ti = Efeito fixo de tratamento;

P;j = Efeito aleatorio de periodo;

A = Efeito aleatorio de animal,

Eijx = Erro aleatdrio associado as parcelas;

TI = Efeito fixo de tempo;

(Ti xTIli; = Efeito fixo de interagéo;

Eijim = Erro aleatorio associado a cada observagao.

Os biodigestores foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado
com 25 unidades experimentais, sendo 5 tratamentos e 5 repeti¢cGes. Através do programa
Statistical Analysis System (versdo 9.4 SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), os dados foram
submetidos a analise de variancia, utilizando-se o procedimento de modelos mistos (PROC
MIXED). O modelo incluiu o efeito de tratamento como fator fixo e foi utilizado o teste Pdiff

ao nivel de 5% de significancia para separar os efeitos dos tratamentos.



O modelo estatistico utilizado esta descrito conforme a equacao abaixo:

Yij=pn+ Ti + ejj

Em que,

Yij = Varidvel resposta dependente;
p = Média geral;

Ti = Efeito fixo de tratamento;

eij = Erro residual.

44
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Consumo, Digestibilidade e comportamento ingestivo

A adicdo das enzimas na dieta de bovinos (Tabela 3) ndo apresentou efeito
significativo sobre o consumo de matéria seca. A ingestdo média por animal foi de 14,41 kg
de MS/dia, correspondendo a 1,54% do peso vivo (PV) e 85,25 g/kg de peso metabdlico
(PM).

Tabela 3 - Efeito da adi¢do de enzimas na dieta sobre o consumo de matéria seca.

Tratamentos
Variaveis Controle Amilase  Xilanase C+Pt? Pool EPM? Probab®.
CMS (kg/anim/dia) 14,66 14,27 14,01 1435 1477 0,409 NS
CPV (% PV) 1,56 1,53 1,50 1,55 1,58 0,039 NS
CPM (g/kg PV 0’75) 86,38 84,36 82,75 85,52 87,26 2,120 NS

CMS = Consumo de matéria seca; CPV = Consumo de matéria seca em relagdo ao peso vivo; CPM = Consumo de matéria seca por unidade
de peso metabdlico; 'C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrdo da média; *Probab = Probabilidade; NS = N&o significativo.

Da mesma forma, ndo foram observados efeitos das enzimas fibroliticas sobre o
consumo de nutrientes quando realizada avaliagdo em vacas alimentadas com 24% de silagem
de milho, 15% de alfafa e 61% de concentrado (RODE et al., 1999). Diversos estudos nédo
relataram qualquer efeito das enzimas sobre o consumo em vacas (YANG et al., 2000;
SCHINGOETHE et al., 1999; FERRARETTO et al., 2011; ARRIOLA et al., 2011). Porém,
alguns estudos mostraram aumento de consumo e producdo de leite (LEWIS et al., 1999;
KUNG et al., 2000). Em trabalho, Beauchemin et al. (2003) demostraram aumento de 1,0
kg/dia no CMS com adicdo de enzimas na dieta de vacas leiteiras. O aumento no CMS com a
adicdo de enzimas na dieta estaria relacionado ao incremento da taxa de passagem das
particulas e menor tempo de retencdo ruminal (YANG et al.,1999). Também foi demostrado
que a adi¢do de enzima na dieta a partir de 1 a 2 g/kg aumentou a producdo de leite de 23,7
kg/dia para 24,6 kg/dia e 25,6 kg/dia, respectivamente (YANG et al., 1998).

No presente experimento ndo houve efeito significativo das enzimas também no
consumo de PB, FDN, FDA, EE, CNE, MO, EB e P (Tabela 4). Os animais ingeriram em
média 1,93 kg de proteina bruta, 3,26 kg de fibra em detergente neutro, 2,05 kg de fibra em
detergente acido, 0,46 kg de extrato etéreo, 8,25 kg de carboidratos ndo estruturais, 13,90 kg

de matéria organica, 0,05 kg de fdésforo e 62,15 Mcal de energia bruta.
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As diferentes enzimas exdgenas utilizadas na dieta ndo afetaram a digestibilidade dos
nutrientes (Tabela 4). Em média, a digestibilidade da matéria seca foi de 67,60%, proteina
bruta de 69,40%, fibra em detergente neutro de 46,29%, fibra em detergente &cido de 42,33%,
extrato etéreo de 77,49%, carboidratos ndo estruturais de 78,76%, matéria organica de 69,77%
e energia bruta de 67,93%, com os nutrientes digestiveis totais iguais a 69,66%.

N&o foram encontradas diferencas significativas sobre a excre¢cdo dos nutrientes
(Tabela 4). Em média, a excrecdo da matéria seca foi de 4,70 kg, proteina bruta de 0,59 kg,
fibra em detergente neutro de 1,74 kg, fibra em detergente acido de 1,18 kg, extrato etéreo de
0,10 kg, carboidratos ndo estruturais de 1,74 kg, matéria organica de 4,18 kg, nitrogénio de
0,09 kg, fosforo de 0,04 kg e energia bruta de 19,86 Mcal.
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Tabela 4 - Efeito da adigdo de enzimas na dieta sobre o consumo, digestibilidade e excrecdo

dos nutrientes.

Tratamentos
Variaveis Controle Amilase Xilanase C+P! Pool EPM? Probab?.
Consumo
CMS (kg/dia) 14,66 14,27 14,01 14,35 14,77 0,409 NS
CPB (kg/dia) 1,95 1,92 1,89 1,93 196 0,056 NS
CFDN (kg/dia) 3,29 3,25 3,19 327 332 0,096 NS
CFDA (kg/dia) 2,07 2,04 2,01 2,06 2,09 0,060 NS
CEE (kg/dia) 0,46 0,45 0,45 046 046 0,013 NS
CCNE (kg/dia) 8,32 8,19 8,09 8,26 8,38 0,241 NS
CMO (kg/dia) 14,02 13,82 13,62 13,90 14,13 0,408 NS
CP (kg/dia) 0,049 0,049 0,048 0,049 0,060 0,001 NS
CEB (Mcal/dia) 62,65 61,76 60,93 62,25 63,17 1,825 NS
Digestibilidade
CDMS (%) 65,27 67,72 67,65 68,53 68,84 0,606 NS
CDPB (%) 65,58 69,44 67,92 74,02 70,04 1,294 NS
CDFDN (%) 39,24 43,02 47,17 51,41 50,59 1,746 NS
CDFDA (%) 35,05 41,98 42,23 4400 48,39 1,853 NS
CDEE (%) 72,34 77,62 79,71 75,95 81,85 1,359 NS
CDCNE (%) 78,67 79,94 78,41 7725 7954 0,713 NS
CDMO (%) 67,37 69,72 69,65 70,63 7148 0,576 NS
CDEB (%) 65,13 67,74 68,21 68,66 69,90 0,602 NS
NDT (%) 67,15 69,60 69,64 7045 7145 0,583 NS
Excrecéo
ExMS (kg/dia) 5,06 4,67 4,57 460 459 0,139 NS
ExPB (kg/dia) 0,67 0,58 0,59 0,51 0,58 0,027 NS
ExXFDN (kg/dia) 1,97 1,85 1,65 1,58 1,65 0,064 NS
EXFDA (kg/dia) 1,33 1,18 1,14 1,15 1,08 0,042 NS
EXEE (kg/dia) 0,125 0,106 0,092 0,113 0,082 0,007 NS
EXCNE (kg/dia) 1,76 1,64 1,74 187 1,70 0,074 NS
ExMO (kg/dia) 4,53 4,18 4,09 409 4,02 0,127 NS
ExN (kg/dia) 0,106 0,094 0,096 0,084 0,094 0,004 NS
ExP (kg/dia) 0,040 0,038 0,036 0,040 0,043 0,001 NS
ExEB (Mcal) 21,66 19,92 19,23 1951 18,98 0,609 NS

IC + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrdo da média; *Probab = Probabilidade; NS = Néo significativo; MS = matéria seca; PB =
proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; EE = extrato etéreo; CNE = carboidrato nao

estruturais; MO = matéria organica; EB = energia bruta; NDT = Nutrientes digestiveis totais; N = nitrogénio; P = fésforo.
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Algumas pesquisas tém mostrado que a suplementacdo da dieta com enzimas
exogenas promove 0 aumento da atividade de celulase e xilanase no rimen (HRISTOV et al.,
2000). Eun & Beauchemin (2005) relataram que dietas contendo enzimas exdgenas (1,25
mL/kg de MS) tiveram maior digestdo e digestibilidade, melhorando o desempenho e o
crecimento de novilhos. Geralmente, a mudanca da dieta de forragem para concentrado
aumenta o consumo e a digestibilidade. 1sso se deve ao fato de o concentrado causar menor
preenchimento ruminal e possuir menor lignificagdo. Assim, a taxa de passagem fica mais
rapida e requer menor tempo de ruminacdo do que a forragem, permitindo maior producédo de
acido propidnico, importante precursor gliconeogénico em ruminantes (CHENG et al., 1997).
Beauchemin et al. (1999), avaliando dietas compostas de silagem de cevada em gréo,
verificaram aumento de 58,8 para 61,7% na digestibilidade da FDN com a adi¢do de enzimas
fibroliticas exdgenas. De acordo com Yang et al. (1999), as variacdes no modo de acdo das
enzimas podem ser atribuidas as diferencas na composicdo dos complexos enzimaticos
comerciais, composi¢do da dieta, tipo de alimento e ingestdo da dieta. Essas diferencas na
atividade da enzima exdgena podem estar relacionadas com a forma ou os niveis de aplicagéo.
Alguns autores demostraram que a adicdo de enzimas exdgenas na dieta pode afetar a
degradacdo no inicio da incubacédo, porém poucas vezes afetam o grau de degradabilidade da
forragem (COLOMBATTO et al., 2003). Os niveis de adi¢do das enzimas exdgenas tém sido
indicados como as principais fontes de variabilidade nos resultados (BEAUCHEMIN et al.,
2003; COLOMBATTO et al., 2003). Kung (2007), alimentando cordeiros com 4 g/animal/dia
de uma mistura de enzimas, ndo encontrou nenhum efeito sobre o consumo ou a
digestibilidade. Outro trabalho com cordeiros alimentados com enzimas fibroliticas em dose
de 3g/animal/dia ndo demostrou efeito sobre 0 CMS (AVELLANNEDA et al., 2009). Giraldo
et al. (2008) relataram néo ter encontrado efeito sobre a digestibilidade quando a enzima foi
administrada na dose de 12 g/animal/dia diretamente no rGmen de ovinos.

Carboidratos fibrosos e nédo fibrosos podem ter sua digestibilidade aumentada com a
aplicacdo de enzimas exdgenas em dietas de alto concentrado (BEAUCHEMIN et al., 1999).
Hristov et al. (1998) relataram que as enzimas exogenas sdo utilizadas para catalisar as
reacOes de degradacdo dos substratos, os quais sdo digeridos em seu componente quimico e
inativados por influéncia do pH baixo e da presenca de pepsina no abomaso. As enzimas
exogenas sdo resistentes as proteases microbianas e, mesmo apos passarem pelo abomaso,

podem permanecer ativas no intestino delgado (HRISTQOV et al., 2000).
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Ha ampla variabilidade de resultados encontrados na literatura tais resultados podem
ser explicados pela producdo ndo padronizada de diferentes tipos de enzimas, variando a
forma de incubacdo dos fungos, o tipo de substrato, as dosagens e o método de aplicacdo
(BEAUCHEMIN et al., 2003).

N&o houve diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 5) para o
comportamento ingestivo. Em relacdo as varidveis comendo, em média, 0s animais tiveram
um total de 9,76 eventos/dia, tempo total de 158,8 min comendo/dia e gastaram, em média,
16,43 min comendo em cada evento. Para a atividade de ruminacdo foram observados, em
média, 13,96 eventos/dia, com tempo total nesse parametro de 301,60 min e foram gastos, em
média, 21,38 min ruminando em cada evento. A inclusdo de enzimas néo alterou as variaveis
relacionadas com a mastigacdo; em média, 0s animais tiveram 23,72 eventos/dia, tempo total
de mastigacdo de 460,40 min e gastaram, em média, 19,53 min mastigando em cada evento.
N&o houve efeito significativo entre os tratamentos sobre as variaveis bebendo; em média,
tiveram 1,28 eventos/dia, com tempo total nesse parametro de 21,80 min e foram gastos 17,63
min bebendo em cada evento. Ndo houve efeito da inclusdo de enzimas sobre as variaveis
0cio; em média, tiveram 28,36 eventos/dia, os animais ficaram tempo total de 967,80 min em

6cio e gastaram 34,40 min em écio em cada evento.
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Tabela 5 - Efeito da adicdo de enzimas na dieta sobre 0 comportamento ingestivo.

Tratamentos
Variaveis Controle Amilase Xilanase C+P! pool EPM?2 Probab3.
Comendo
NUmero de eventos 10,20 10,00 9,000 8,800 10,80 0,396 NS
Tempo total comendo (min) 172,0 143,0 161,0 150,0 168,0 5,614 NS
Tempo total comendo (%) 11,94 9,93 11,18 10,42 11,66 0,389 NS

Tempo médio comendo (min) 17,30 14,11 17,83 17,43 1550 0,583 NS

Ruminando
NUmero de eventos 13,00 1460 13,80 1500 13,40 0,674 NS

Tempo total ruminando (%) 20,62 22,01 20,00 21,32 20,76 0,938 NS
Tempo m. ruminando (min) 21,08 22,34 20,91 20,20 22,35 0,756 NS

Mastigando
Numero de eventos 23,20 24,60 22,80 23,80 24,20 0,855 NS

Tempo t. mastigando (min) 469,0 460,0 449,0 457,0 4670 16,48 NS
Tempo total mastigando (%) 32,57 31,94 31,18 31,73 32,43 1,447 NS
Tempo m. mastigando (min) 20,63 18,95 19,73 19,11 19,22 0,467 NS
Bebendo

NGMero de eventos 1,400 1,200 1,600 1,200 1,000 0,122 NS
Tempo total bebendo (mm) 25,00 21,00 25,00 19,00 19,00 2,018 NS
Tempo total bebendo (%) 1,736 1,458 1,736 1,319 1,319 0,140 NS

Tempo médio bebendo (min) 19,00 18,00 18,16 16,00 17,00 1,843 NS
Ocio

NUmero de eventos 28,20 28,80 30,40 28,60 2580 0,499 NS
Tempo total em dcio (min) 981,0  969,0 970,0 967,0 952,0 18,37 NS
Tempo total em dcio (%) 68,12 67,29 67,36 67,15 66,11 1,276 NS

Tempo médio em Gcio (min) 34,86 33,80 32,22 339 37,15 0,926 NS

IC + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrdo da média; *Probab. = Probabilidade; NS = N4o significativo; Tempo m. ruminando (min) =
Tempo médio ruminando (min); Tempo t. mastigando (min) = Tempo total mastigando (min); Tempo m. mastigando (min) = Tempo médio
mastigando (min).

De acordo com Krause, Combs & Beauchemin (2002), quanto menor o tamanho das
particulas da dieta, menor o tempo de mastigagdo e ruminagdo. Considerando essas
informacdes e a maior propor¢do de concentrado utilizada neste estudo, o tempo total de
ruminacdo foi de 20,94% do total do dia, valor préximo ao valor de 23,45% observado em
bovinos confinados, segundo Yang et al. (2009). Esse valor ligeiramente inferior pode ser
devido a maior digestibilidade da FDN e ao tempo total gasto nas atividades de ruminacéo.

Quanto maior a participacao do teor de parede celular dos volumosos na dieta, maior
sera 0 tempo despendido com ruminacgéo, pois este depende da qualidade do alimento (VAN

SOEST, 1982). Maior ingestdo de alimento diminui o tempo de retencdo no rumen,
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reduzindo, por conseguinte, a quantidade de tempo disponivel para a degradacdo da dieta
(CLAUSSI et al., 2007).

Os animais apresentaram comportamento semelhante em todos os tratamentos, em
relacdo ao tempo total das atividade no decorrer do dia. Os animais ficaram a maior parte do
seu tempo em o6cio, seguido pela atividade de ruminacdo e comendo (Figura 4). Ndo foram
verificadas diferencas significativas entre tratamento, quanto ao tempo total comendo,

ruminando, em 6cio ou bebendo.

Figura 2 - Atividades do tempo médio (%) de cada tratamento em bovinos alimentados com
dietas adicionadas de enzimas.
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Né&o foi verificada diferenca significativa entre tratamentos para a taxa de ingestdo de
matéria seca (Tabela 6). Em média, os animais ingeriram 0,094 kg de MS por minuto,
gastaram 13,38 min para ingerir um quilograma de MS e ingeriram 1,61 kg de MS por evento.
As enzimas ndo promoveram nenhuma alteracio nas taxas de ingestio de FDN (kg.min™),
tempo gasto para ingerir 1 kg de FDN, bem como quantidade de FDN ingerido por evento.

A eficiéncia de ruminacdo para a MS e FDN estdo representadas na Tabela 6 e ndo
foram influenciadas (P>0,05) pelos niveis de enzimas. Em média, os animais demoraram
25,95 min para ruminar um quilograma de matéria seca, ruminaram 0,011 quilogramas de
FDN por minuto, demoraram 115,54 min para ruminar um quilograma de FDN e ruminaram

0,248 kg de matéria seca por evento.
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Tabela 6 - Taxas de ingestdo, ruminagdo e mastigacdo em bovinos alimentados com enzimas

Tratamentos
Variaveis Controle  Amilase  Xilanase C+P' Pool EPM? Probab?®.
Taxa de ingestao
MS (kg mint) 0,086 0,103 0,091 0,098 0,090 0,004 NS
MS (min kgt) 12,98 13,52 14,05 13,33 13,03 1,413 NS
MS/E (kg) 1,606 1,566 1,662 1,664 1,539 0,079 NS
FDN (kg min?) 0,019 0,023 0,020 0,022 0,020 0,001 NS
FDN (min kg™) 57,82 57,82 62,60 59,33 58,06 1,842 NS
FDN/E (kg) 0,361 0,351 0,373 0,373 0,345 0,017 NS
Taxa de ruminagéo
MS (kg mint) 0,052 0,046 0,049 0,050 0,049 0,002 NS
MS (min kgt) 26,93 25,99 26,61 2546 24,74 1,079 NS
MS/E (kg) 0,259 0,232 0,246 0,252 0,249 0,010 NS
FDN (kg min™) 0,011 0,010 0,011 0,011 0,011 0,001 NS
FDN (min kg™) 119,9 115,7 118,5 113,4 110,2 4,821 NS
FDN/E (kg) 0,058 0,052 0,055 0,056 0,056 0,002 NS
Taxa de mastigagéo
MS (kg mint) 0,032 0,031 0,031 0,033 0,031 0,001 NS
MS (min kgt) 37,99 39,52 40,66 38,80 37,77 1,356 NS
MS/E (kg) 0,161 0,159 0,155 0,141 0,159 0,007 NS
FDN (kg min™) 0,007 0,007 0,006 0,007 0,007 0,001 NS
FDN (min kg™) 169,2 176,0 181,1 172,8 168,3 6,060 NS
FDN/E (kg) 0,059 0,036 0,034 0,036 0,036 0,004 NS

IC + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrdo da média; *Probab. = Probabilidade; NS = N4o significativo; MS = Matéria seca; FDN =
Fibra em detergente neutro; MS/E: Matéria seca por evento; FDN/E: Fibra em detergente neutro por evento.

N&o foi encontrada diferenca significativa entre tratamentos para as variaveis de
mastigagdo (Tabela 6). Os animais mastigaram, em média, 0,032 kg de MS min, demoraram
38,95 min para mastigarem um quilograma de matéria seca, mastigaram 0,155 kg de matéria
seca por evento. Mastigaram 0,007 kg de FDN por minuto, além de demorarem 173,48 min
para mastigar um quilograma de FDN.
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Figura 3 - Tempo de consumo acumulado (% do dia) de cada tratamento no decorrer de 24
horas em bovinos alimentados com enzimas.
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No periodo das 8h00, quando é realizada a alimentacdo matutina, até por volta das
10h00, todos os animais estdo comendo (Figura 5). Este mesmo comportamento se repete as
16h00, quando ¢é realizada a alimentacdo vespertina, e todos os animais ficam comendo até
por volta das 18n00. Assim, ficam claras algumas das atividades dos animais, como a ida ao
cocho para se alimentar em horarios coincidentes para todos os tratamentos.

Apds a alimentacdo, a maioria dos animais fica em o6cio das 10h00 até por volta das
12h00 e das 18h00 até as 19h00. No decorrer do dia, os animais ficam oscilando na maioria

do tempo entre écio e ruminacéo, alternando poucas idas repentinas ao cocho.
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4.2 Quantificacdo de metano e caracteristicas fermentativas
Dinamica ruminal
A adicdo de enzimas na dieta de bovinos em diferentes propor¢des ndo apresentou

diferenca significativa sobre as varidveis de dinamica ruminal (Tabela 7).

Tabela 7 - Efeito da adi¢do de enzimas sobre a dindmica ruminal na alimentacéo de bovinos.

Tratamentos
Variaveis Controle  Amilase Xilanase C+P* Pool EPM?® Probab®.
CMS (kg/animal/dia)® 14,66 14,27 14,01 14,35 14,77 0,409 NS
MS do conteido ruminal (%) 12,22 11,98 12,88 12,44 13,16 0,22 NS
Massa liquida (kg) 53,56 52,33 51,11 53,45 51,04 1,92 NS
Massa liquida (% PV) 5,64 5,57 5,45 5,70 545 0,13 NS
Massa solida (kg) 7,48 7,14 7,56 7,38 7,83 0,28 NS
Massa sélida (% PV) 0,78 0,76 0,80 0,79 0,83 0,02 NS
Massa total (kg) 61,04 59,48 58,67 60,83 58,87 2,16 NS
Massa total (% PV) 6,42 6,33 6,26 6,50 6,28 0,14 NS
Turnover sélido (%/dia) 206,1 203,2 187,5 196,6 194,2 4,65 NS
Taxa desaparec. solido (%/h)? 8,58 8,47 7,81 8,19 8,09 0,19 NS
Taxadesaparec. sélido (kg/h)? 0,620 0,602 0,592 0,604 0,620 0,02 NS

ICMS = Consumo de matéria seca; “Taxa desaparec. solido (%/h) = Taxa de desaparecimento de solido (%/hora); *Taxa desaparec. sdlido =
Taxa de desaparecimento de sélido (kg/hora); “C + P = Celulase + protease; SEPM = Erro padrdo da média; ®Probab. = Probabilidade; NS =
N&o significativo.

A dindmica ruminal é importante em modelos de nutricdo de ruminantes, pois € um
dos principais indicadores da relagcdo entre o consumo do alimento e o desempenho animal.
Estes parametros podem ser afetados pelas condicGes fisiologicas do animal, capacidade
reticulo-rimen, porcentagem de renovacdo do rumen, bem como pela composicdo da dieta
(REYNOLDS et al., 2004).

Avaliando a dindmica ruminal de vacas leiteiras em diferentes estagios de producédo
(de -72 dias pré-parto até 90 dias pds-parto), foram descritos valores de 6,1 a 11,4 kg de
massa solida e 44,3 a 66 kg de massa liquida (PARK et al., 2011).

Diferentes trabalhos mostraram que as enzimas exdgenas melhoram o desempenho
animal por reduzirem a viscosidade da digestdo, melhorando a absorgdo pos-ruminal de
nutrientes. Aumento da digestdo de nutrientes pode estar associado a taxa de passagem a ao
tamanho de particulas no ramen (BEAUCHEMIN et al., 1998b). No entanto, os aditivos

utilizados neste estudo ndo promoveram quaisquer alteracdes na dindmica do rumen.
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Fermentacéo ruminal

N&o houve efeito (P> 0,05) dos tratamentos sobre as variaveis de producdo de metano
(Tabela 8). A producdo de metano, em média, foi de 28,25 g/kg/dia e a PER, em média, de
20,70%. Entretanto, adicdo de enzimas alterou a producdo de &cido propiodnico, acético e
AGCC totais, quando comparados a dieta controle (Tabela 8).

O tratamento pool de enzimas, apresentou maior producdo de acido acético (P<0,05),
guando comparado aos demais tratamentos. Ja, com relacdo a producédo de acido propidnico, 0
tratamento pool apresentou maiores concentracdes (P<0,05) quando comparado aos
tratamentos controle e xilanase, e ndo diferiu (P>0,05) das dietas que incluiram C+P e
amilase. Os diferentes tratamentos ndo afetaram (P>0,05) a producdo de &cido butirico
(Tabela 8).

A concentracdo de AGCC totais foi maior no tratamento pool de enzimas (P<0,05)

quando comparado aos tratamentos xilanase, controle e amilase.

A inclusdo de enzimas ndo modificou as produgdes de metano (Tabela 8). Ndo foram
verificadas alteracdes (P>0,05) da perda energia relativa do metano em relacdo aos demais

produtos da fermentacéo (Tabela 8).
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Tabela 8 - Efeito da adi¢do de enzimas na dieta sobre a producéo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), metano (CHgs) e a perda de energia relativa (PER).

Tratamentos Probabilidade
Variaveis Controle Amilase Xilanase C+P!  Pool EPM? Trat. Tempo Interagdo®
Acético
0 min (mmol/L) 72,71 66,95 67,39 69,28 69,32 0,702 NS NS NS
30 min (mmol/L) 77,30 71,92 71,42 74,20 76,02 0,747 NS NS NS
Diferenca (mmol/L) 4,58 4,96 4,03¢ 5,528 6,702 0,250 0,0033 NS NS
Produgdo (mmol/g/h) 0,128 0,146 0,116° 0,166* 0,196° 0,007  0,0146 NS NS
Producdo (mol/kg/dia) 3,09 3,50 2,79¢ 3,998 4,702 0,178 0,0146 NS NS
Producio (g/kg/dia) 185,6% 210,3%  167,9° 239,4% 2823* 10,695 0,0146 NS NS
EB (kcal/kg/dia)* 647,8c 7339  586,0° 8356 985,37 37,32 0,0146 NS NS
Propibnico
0 min (mmol/L) 20,70 18,64 19,44 18,36 18,73 0,428 NS NS NS
30 min (mmol/L) 22,29 20,57 21,12 20,38 21,06 0,451 NS NS NS
Diferenca (mmol/L) 1,59 1,94 1,67 2,02 2,32 0,081 NS NS NS
Producéo (mmol/g/h) 0,045¢ 0,057%¢ 0,049  0,060% 0,0682 0,002  0,0107 NS NS
Produco (mol/kg/dia) 1,086 1,37 118  145% 1642 0,058 0,0107 NS NS
Producio (g/kg/dia) 79,71 1018 87,61 106,9% 12158 4334 00107 NS NS
EB (kcal/kg/dia)* 396,90 507,30 436,30 532,60 605,00 21,585 NS NS NS
Butirico
0 min (mmol/L) 11,62 10,24 10,14 10,82 10,39 0,271 NS NS NS
30 min (mmol/L) 13,03 11,66 11,29 12,21 12,00 0,298 NS NS NS
Diferenca (mmol/L) 1,47 1,43 1,13 1,39 1,62 0,056 NS NS NS
Producdo (mmol/g/h) 0,041 0042 0032 0041 0047 0,001 NS NS NS
Producédo (mol/kg/dia) 0,99 1,01 0,79 0,99 1,14 0,038 NS NS NS
Producio (g/kg/dia) 87,6 89,2 69,7 873 1004 3,386 NS NS NS
EB (kcal/kg/dia)* 521,9 531,3 415,9 520,3 598,5 20,184 NS NS NS
AGCC total
0 min (mmol/L) 105,03 95,83 96,99 98,46 98,44 1,298 NS NS NS
30 min (mmol/L) 112,63 104,16 103,84 107,39 109,08 1,379 NS NS NS
Diferenca (mmol/L) 7,65 8,330 6,84¢ 8,94% 10,642 0,350 0,0011 NS NS
Producéo (mmol/g/h) 0,215 0,245  0,199¢ 0,267 0,3122 0,010  0,0020 NS NS
Producédo (mol/kg/dia) 5,17 5,89 477° 6,43% 7,492 0,249  0,0020 NS NS
Producéo (g/kg/dia) 352,9%  401,3  325,3¢ 433,7% 504,22 16,45  0,0020 NS NS
EB (kcal/kg/dia)* 1566,8° 1772,6%° 1438,3° 1888,6%° 2188,82 69,525 0,0020 NS NS
Metano
0 min (mmol/Frasco) 0,022 0,022 0,022 0,023 0,023  0,0004 NS 0,0059 NS
30 min (mmol/Frasco) 0,093 0,085 0,082 0,089 0,096 0,0015 NS 0,0030 NS
Producéo (mmol/Fras) 0,070 0,064 0,060 0,066 0,074 0,0014 NS 0,0110 NS
Producéo (mmol/g/h) 0,074 0,072 0,067 0,074 0,080 0,0015 NS 0,0028 NS
Producéo (mol/kg/dia) 1,78 1,73 1,60 1,79 1,93 0,0363 NS 0,0028 NS
Producéo (g/kg/dia) 28,49 27,72 25,65 28,59 30,82 0,5819 NS 0,0028 NS
EB (kcal/kg/dia)* 374,8 364,8 351,3 376,2 4055  7,1230 NS 0,0028 NS
PER (%)° 21,80 20,48 22,78 19,57 18,88 0,6628 NS NS NS

IC + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrio da média; Interagdo entre tratamento e tempo; “EB = Energia Bruta; *PER = Perda de
energia relativa do metano em relacdo aos demais produtos da fermentagdo ruminal; abc = Letras diferentes na mesma linha diferem
significativamente pelo teste Pediff ao nivel de 5% de significancia.
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N&o houve efeito da producdo de metano devido ao aumento da fermentacdo ruminal
como um todo, pois a producdo de AGCC aumentou para acético, propidnico e para o total de
AGCC. A adicdo de enzimas ndo resultou em efeito inibitério sobre as arqueas
metanogénicas e as bacterias celuloliticas, comprovado pelo aumento dos produtos finais da
fermentacdo ruminal. De acordo Murray et al. (1976), o Unico AGCC que faz contribuicéo
para a sintese de glicose no ruminante é o &cido propibnico, um dos principais AGCC no
ramen, cuja producdo é dependente da ingestdo de energia digestivel (YANG et al., 2002;
CHEN et al., 1994). A adicdo de enzimas pode ter promovido a captura de Hz do meio
ruminal durante o processo fermentativo, em que o produto resultante € o acido propiénico e
AGCC totais. O aumento destes produtos sem reduzir a producdo de metano, ndo resultou em
melhor eficiéncia energética. Os resultados deste estudo indicam que os niveis da adicdo das
enzimas foram eficientes em aumentar a disponibilidade de fracdes dos alimentos para a
degradacédo e multiplicacdo dos microrganismos ruminais. Krause et al. (1998) reportaram que
em condicBes nas quais a degradacdo da fibra ndo é completa, as enzimas adicionadas podem
melhorar a degradacdo das fibras e mistura de enzimas pode ser ainda mais eficiente em

degrada-las.

Dietas ricas em amido promovem aumentando da acdo das bactérias amiloliticas ou
proteoliticas, que sdo produtoras de acido propionico (CHURCH, 1988). Dietas com alto teor
de concentrados promovem a maior producdo de acido propidnico, acidificando o meio, o que
leva a uma reducdo do pH ruminal, que pode ser um efeito inibitdrio direto sobre a populagédo
de microrganismos celuloliticos e metanogénicos, 0s quais possuem pouca tolerancia a
diminuicdo do pH ruminal (VAN KESSEL, 1996).

Arriola et al. (2011) relataram aumento na concentracdo de AGCC total e diminuicao
da relacdo acético:propionico no liquido ruminal de bovinos alimentados com enzimas
fibroliticas. Beauchemin et al. (1999) e Yang et al. (1999) ndo encontraram nenhum efeito de
enzimas fibroliticas sobre a fermentacdo ruminal. A maioria dos produtos enzimaticos
fibroliticos contém maior atividade de celulase e hemicelulase, mas os tipos especificos destas
enzimas diferem dependendo da estirpe microbiana, dosagens, substrato de crescimento e das
condi¢des de cultura no processo de fermentacdo (BEAUCHEMIN & HOLTSHAUSEN,
2011); também variam com base na localizagdo geografica, na qualidade dos alimentos,
composicdo alimentar e no processamento da ragdo ingerida (JOHNSON & JOHNSON,
1995).
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Figura 4- Producdo relativa (controle considerando 100%) dos produtos da fermentacéo
(mol/kg/dia) para os diferentes tratamentos.
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Houve diferencas significativas (P<0,05) para a producdo de AGCC totais em relacdo
a dieta controle (Figura 4). O tratamento Pool melhorou a produgdo dos &cidos acético,
propidnico e AGCC totais enquanto que os tratamentos amilase e C+P tiveram resultados
intermediarios. Isto pode ser devido a diferencas no modo de acdo das enzimas utilizadas e a
associacdo das enzimas (Pool), que pode ter estimulado a fermentacdo ruminal, aumentando a
producéo de AGCC totais.

Os resultados observados, referentes a producdo de &cidos acético, propidnico e
AGCC totais, estdo de acordo com os estudos de Arriola et al. (2011), Giraldo et al. (2007) os
quais adicionaram enzimas fibroliticas na dieta de bovinos e observaram aumento na
concentracdo de acidos acético, propiénico e AGCC total. Giraldo et al. (2008) avaliaram o
efeito de enzimas fibroliticas na dieta de bovinos e observaram o uso dessas enzimas como
causa de mudanca na proporcdo de AGCC, que indica que o padrdo de AGCC parece ser

influenciado pelo tipo de dieta e prepara¢@es enzimaticas.

Janssen (2010) reporta que a concentracdo de H2 no meio pode afetar a termodinamica
da fermentacdo ruminal e o nivel do crescimento de arqueas metanogénicas no rumen. O
hidrogénio produzido pela comunidade microbiana estd presente em duas formas, H>
dissolvido e H> gasoso, sendo apenas o primeiro utilizado como substrato pelas arqueas

metanogénicas (WANG et al., 2014). Entretanto, a fermentagéo oriunda de uma associacéo de
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enzimas favorece a producdo de 4&cido propidnico,0 qual atuacomo um dissipador
do hidrogénio e, assim, diminui a quantidade de H> disponivel paraa reducdo do CO. em
CHs (JANSSEN, 2010). O processo metanogénico desempenha um papel importante na
fermentagdo ruminal pela remocéo de H», fornecendo um coletor de elétrons que diminuiem a

presséo parcial de Hz (Russell, 2002).

Portanto, 0 uso de enzimas exdgenas nas dietas de ruminantes tem o potencial de
melhorar a capacidade dos animais em converter alimentos em substratos energéticos que
podem ser usados para sintetizar leite e carne. Entretanto, esse direcionamento na utilizacéo

dos substratos energéticos ndo reduz a emissdo de metano pelos ruminantes.

Concentragdo ruminal de nitrogénio amoniacal

A adicdo de enzimas na dieta de bovinos nao causou diferencas significativas sobre as
concentragfes de N-NHs ruminal (Tabela 9). Em meédia, o nitrogénio ruminal nos frascos

antes da incubacdo (To) foi de 14,83 mg/dL e apds a incubacéo (Tso) foi de 16,63 mg/dL.

Tabela 9 - Efeito da adi¢do de enzimas na dieta de bovinos sobre a producéo de N-NHs,

Tratamentos Probabilidade
Variaveis Controle Amilase Xilanase C+P! Pool EPM?  Trat. Tempo Interacdo®
0 min (mg/dL) 1416 14,76 1520 14,75 1530 0,483 NS NS NS
30 min (mg/dL) 16,11 16,62 17,13 16,42 16,86 0,525 NS NS NS
Balango (mg/dL/h) 3,89 3,72 3,85 334 3,12 0,291 NS NS NS

1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrdo da média; *Interagdo entre tratamento e tempo.

De acordo com (NRC, 1989), é necessaria concentracdo de 5 mg/dL de N-NHz no fluido
para a adequada digestdo da matéria seca no ecossistema ruminal. No entanto, segundo Leng
(1990) a concentragdo de N-NHs ruminal deve ser maior de 10 mg/dL para maximizar a
digestdo. As concentracdes de N-NHs reduzem apds 4 horas da alimentacéo, devido a diluigdo
(alimento, agua e saliva), e dependendo da dieta e quantidade ingerida o pico pode acontecer
entre 6 a 12 h apo6s a alimentacdo (DEHORITY, 2003).

Lewis et al. (1996) e Martins et al. (2002) ndo encontraram efeito significativo entre 0s

tratamentos para as concentragdes de N-NHs ruminal com a adi¢cdo de enzimas na dieta de
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bovinos. No presente estudo, os valores médios antes da incubacao de 14,83 mg/dL e apos a
incubacdo de 16,63 mg/dL estdo acima do valor minimo descrito na literatura para que ocorra

a maximo crescimento dos microrganismos e a producédo de proteina microbiana.

Mensuracéo de pH

Neste estudo ndo houve efeito (P>0,05) das enzimas sobre o perfil de pH ruminal,
independentemente de tratamento. Os animais tiveram o pH médio, minimo e méaximo de 6,0,
5,27 e 6,78, respetivamente (Tabela 10). O tempo em minutos no qual o pH permaneceu
abaixo de 5,8, 6,0, 6,2 e 6,5 e a area de pH abaixo de 5,8, 6,0, 6,2 e 6,5, ndo sofreram
influéncia dos tratamentos (P>0,05).

Tabela 10 — Efeito de enzimas na alimentacdo de bovinos sobre as variaveis de pH ruminal
medidas continuamente durante 24 h.

Tratamentos
Variaveis Controle  Amilase Xilanase C+P! Pool EPM? Probab®
pH médio 5,98 6,16 5,95 6,01 589 0,06 NS
pH minimo 5,25 5,41 5,13 5,38 519 0,06 NS
pH méximo 6,68 6,95 6,71 6,87 6,69 0,06 NS
Tempo de pH abaixo de 5,8 (min) 572 388 562 496 635 67,44 NS
Tempo de pH abaixo de 6,0 (min) 742 556 722 708 875 67,54 NS
Tempo de pH abaixo de 6,2 (min) 926 742 860 942 11325 72,34 NS
Tempo de pH abaixo de 6,5 (min) 1198 1030 1158 1216 1300 64,26 NS
Area de pH abaixo de 5,8 (h.pH/dia) 2,47 1,88 4,47 2,14 3,02 0,61 NS
Area de pH abaixo de 6,0 (h.pH/dia) 4,65 3,44 6,61 4,21 5,54 0,8 NS
Area de pH abaixo de 6,2 (h.pH/dia) 7,43 5,61 9,24 6,91 8,88 0,99 NS
Area de pH abaixo de 6,5 (h.pH/dia) 12,75 8,49 13,0 12,34 1336 1,34 NS

1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrao da média; *Probab. = Probabilidade.

A concentracdo de FDN na dieta € um parametro que influencia a habilidade em
estimular a mastigacdo e salivacdo e, consequentemente, em melhorar o tamponamento do
ramen. Os resultados indicam que a atividade de mastigacdo é afetada pelo FDN dietético que
desempenha um papel decisivo na regulacdo do pH ruminal. Beauchemin et al. (2008)
relataram que maiores proporcoes de MS de forragem na MS da dieta total e FDN de maior
tamanho de particulas na dieta aumentam a secrecdo diaria total de saliva, melhorando o
poder tamponante do ramen.

As variagdes de pH do conteddo ruminal no decorrer de 24 h, mensuradas a cada 10
minutos, deixam evidentes que os valores de pH, durante 24 h, ndo apresentaram variacoes

fora dos limites 6timos para a fermentacdo ruminal, indicando que a inclusdo de diferentes
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proporcdes de enzimas ndo oferece riscos de disturbios digestivos ao metabolismo ruminal.
Mesmo aumentando a quantidade total de AGCC, esse aumento ndo foi suficiente para
reduzir o pH a niveis criticos. As propor¢des de enzimas utilizadas foram eficientes em
manter o pH ruminal durante o periodo critico de 3 a 4 h ap0s a alimentacdo e o valor médio
de pH obtido nesta pesquisa foi de 6,0, que pode estar associado a adequada digestdo da fibra
(MERTENS, 1979).

O pH teve seu valor mais elevado para todos os tratamentos por volta de 50 minutos
apos a alimentacdo matutina. Forsberg (1992) relata que o pH 6timo para atividade das
enzimas fibroliticas produzidas por microrganismos é acima de 6,2. No presente estudo, foi
encontrado valor médio de pH méaximo de 6,78. A melhor estabilidade do ambiente ruminal
se d& pela reducdo das variacbes de pH (WALLACE, 1994). A dieta de animais em
confinamento apresenta maior proporc¢ao de concentrados, o que reduz o pH ruminal, criando
um ambiente menos favoravel para desenvolvimento dos microrganismos celuloliticos e

metanogénicos no ecossistema ruminal (PETRI et al., 2012).

Figura 5 - pH (média de 5 observagdes) mensurado durante 24 h em bovinos alimentados
com enzimas. As setas representam o momento do fornecimento da alimentacéo.
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Contagem de protozoarios

A adicdo de enzimas ndo promoveu alteracdo (P>0,05) na concentracdo e porcentagem

de protozoarios dos diferentes géneros e subfamilias presentes no rimen (Tabela 11).
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Tabela 11 - Efeito da adicdo de enzimas na dieta de bovinos sobre a contagem total e
diferencial de protozoarios.

Tratamentos Probabilidade
Varidveis Controle Amilase Xilanase C+P! Pool EPM? Trat. Tempo Interacdo®
Protozodrios x 103/mL
Dasytricha 2,88 4,00 3,22 3,65 2,88 0,228 NS NS NS
Diplodiniinae 6,67 7,15 5,62 8,06 821 0,423 NS NS NS
Entodinium 399,5 460,5 4295 4517 4782 14,24 NS NS NS
Isotricha 0,960 1,344 1,488 1,056 1,488 0,173 NS NS NS
Total 410,0 473,0 439,8 4644 490,8 14,59 NS NS NS
Protozoérios (%)
Dasytricha 0,774 0,898 0,849 0,870 0,622 0,061 NS NS NS
Diplodiniinae 1,570 1,563 1,337 1,639 1,565 0,074 NS NS NS
Entodinium 97,44 97,29 97,49 97,28 97,54 0,110 NS NS NS
Isotricha 0,205 0,249 0,313 0,202 0,266 0,031 NS NS NS

1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrdo da média; Interagdo entre tratamento e tempo.

O género Entodinium representou 97,41% do total de protozoarios do rimen e esteve
presente em maiores concentragfes em todos os tratamentos. Apresentando concentragdo
média, de 443,88 x 10%mL. A populacdo total de protozoarios no liquido ruminal ndo foi
afetada pela adicdo de enzimas (Tabela 10). Entretanto, outros estudos demostraram que a
diversidade, complexidade do ecossistema e as condi¢des ruminais (pressdo osmatica, pH e
taxa de diluicdo) podem influenciar o crescimento da populacdo de protozoarios em dietas de
alto concentrado (GUAN et al., 2006). O ecossistema ruminal representa um desafio da
funcionalidade e prevaléncia dos carboidratos utilizados pela populacdo do ramen
(MORGAVI et al., 2012).

O género Entodinium representa mais de 90% dos protozoarios encontrados no
ecossistema ruminal em animais recebendo dieta de alta proporcéo de concentrado (BROWN;
PONCE; PULIKANTI, 2006). De fato, o género mais abundante encontrado foi o
Entodinium, com 97,41% do total de protozoarios neste experimento (dieta com 70% de
concentrado) semelhante a concentragéo encontrada por Guan et al. (2006), que encontraram
uma proporgdo de 91,1% do género Entodinium do total de protozoarios, utilizando dieta
composta por 70% de concentrado para animais confinados. Este género predomina no
ecossistema ruminal da maioria dos animais variando de 80 a 90% da populacéo total no
ramen (DEHORITY, 2003). Em outro estudo, com ovinos, Entodinium também foi o género

predominante entre o0s protozoarios variando de 87,3 a 97,8% da concentracdo total
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(FRANZOLIN et al., 2000). Jeyanathan et al. (2011) reportaram que a diversidade de
protozodarios pode ser afetada pelas variagdes da dieta, metodologia utilizada e amostragem do

ramen.

Arqueas metanogénicas vivem em associagdo com protozoarios ciliados no ramen,
portanto, sugere-se que decréscimo no numero de protozoarios, reduziria 0 nimero de
arqueas metanogénicas, diminuindo, assim, as emissdes de metano. No entanto, Zhou et al.
(2011) demonstram que a adi¢do de enzimas exdgenas provocou desvios no ecossistema
ruminal, sem causar efeito nas populacbes de protozoarios, bactérias ou arqueas

metanogénicas ou ainda no perfil de pH no rimen.

4.3 Producéao de metano atraves da biodigestao anaerobia

Determinacéo de pH

N&o houve efeito (P> 0,05) dos tratamentos em relacdo aos valores de pH (Tabela 12).
No entanto, os dados demonstram que o afluente estva com um pH &cido e que o processo de
biodigestdo conseguiu eleva-lo a um pH préximo do neutro, mostrando que os fatores iniciais
ndo promoveram quaisquer alteracbes na biodiestdo anaerobia. Sendo assim, o presente
estudo mostrou-se eficiente, pois o pH é um importante indicador do desenvolvimento
metanogénico, ou seja, a producdo 6tima de biogas é conseguida quando o valor do pH do
contetido do biodigestor esta proximo a 7,0 (SOUSSANA et al., 2010). Segundo Ogejo & Li
(2010), no processo de biodigestdo a variacdo de pH ideal se mantém em torno de 6,5 a 8,5,
sendo que os valores registrados neste trabalho se enquadraram proximos ao intervalo
recomendado, o que provavelmente ndo foi fator de interferéncia sobre as condicGes de

desenvolvimento da biodigestdo anaerdbia para nenhum dos tratamentos.

Tabela 12 — Resultados de pH para afluentes e efluentes em biodigestores abastecidos com
fezes de bovinos alimentados com enzimas.

Tratamentos
Varidveis Controle  Amilase Xilanase C+P!  Pool EPM? Probab?.
pH afluentes 6,28 6,45 6,47 6,57 6,48 0,0579 NS
pH efluentes 7,07 7,02 7,00 700 7,11 0,0208 NS

1C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrdo da média; *Probab. = Probabilidade.
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A elevacdo do pH é caracteristica de processos metanogénicos estaveis que produzem
alcalinidade, quando ocorre a digestdo do nitrogénio, com aumento da concentracdo de
amoOnia, a qual pode elevar o pH ao valor 8. Quando o nivel de producdo de metano atinge a
estabilidade, o pH alcanca valores entre 7,2 a 8,2 (FAO, 1996). O processo de produgédo do
biogas depende da temperatura, do pH do substrato e da concentracdo de nutrientes. A
producdo do gas tem sua velocidade 6tima atingida com pH entre 7 e 8 e temperatura ao redor
de 35°C (AKAO et al., 1992).

Sélidos totais e volateis

Os ST e SV dos afluentes e efluentes dos diferentes tratamentos ndo apresentaram
diferenca significativa entre si. No entanto, o processo de biodigestdo proporcionou, em
média, uma reducdo de 29,28% de sélidos totais e reducdo de 35,09% de sélidos volateis
(Tabela 13)

Tabela 13 - Sélidos totais e volateis destruidos em biodigestores abastecidos com fezes de
bovinos alimentadas com enzimas.

Tratamentos
o Controle Amilase Xilanase =~ C+P!  Pool  EPM? Probab3.

Variaveis

ST afluentes (%) 4,27 4,35 4,15 413 4,33 0,0700 NS
SV afluentes (%) 3,59 3,97 3,71 361 394 0,0816 NS
ST efluentes (%) 3,22 3,47 3,12 3,10 3,34 0,0801 NS
SV efluentes (%) 2,60 2,27 2,50 243 2,65 0,0842 NS
ST reduzido (%) 28,51 33,09 30,23 27,40 26,02 2,4424 NS
SV reduzido (%) 32,11 35,98 37,31 34,81 35,73 2,2338 NS

ST: solidos totais; SV: solidos volateis; *C + P = Celulase + protease; 2EPM = Erro padrio da média; *Probab. = Probabilidade.

Solidos volateis reduzidos sao utilizados para mensurar o desempenho do processo de
biodigestdo, além de ser um indicador direto da atividade metabdlica da comunidade
microbioldgica. Para biodigestores em escala industrial operados sob condicGes de
temperatura, redugdo de 40% é considerado um valor aceitavel (RIMKUS et al., 1982).

Davidsson et al. (2008) relataram que a reducdo de solidos volateis dos dejetos
bovinos pelo processo de biodigestdo anaerdbia varia entre 30%-45%. Em nosso estudo, a
destruicdo de solidos volateis foi 35,09%, o que indica bom desempenho do reator dos
biodigestores.

Orrico Junior et al. (2010), avaliaram a eficiéncia do processo de biodigestdo

anaerdbia em biodigestores batelada abastecidos com dejetos de bovinos alimentados com
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60% volumoso e 40% concentrado e 40% volumoso e 60% concentrado, submetidos a 30, 60,
90 e 120 dias de tempo de retencdo hidrica, obtiverem reducdes nos teores de SV, em média,
de 44,05%, e observaram que o aumento da proporcdo de volumoso na dieta levou a menor

eficiéncia do processo, obtendo uma baixa degradacéo de fibras.

Sendo assim, os resultados da baixa reducdo podem estar relacionados a composicao
da dieta, que foi a base de concentrado, e isso consequentemente foi agregado ao dejeto. Ja
que 0s bovinos conseguem aproveitar grande parte do concentrado e parte do volumo, sendo
que a fracdo indigestivel presente no volumoso acaba excretada nas fezes e esta fracdo possui
baixo aproveitamento no biodigestor.

No entanto, os dejetos de monogastricos possuem maior reducdo, pois a dieta dos
mesmos € a base somente de concentrado. Steil et al. (2002) obtiveram reducGes de SV de
61% na biodigestdo anaerdbia de dejetos de aves poedeiras, valor este quase duas vezes maior
que os valores encontrados no presente estudo. Valores inferiores de reducdo de SV (47%)
foram encontrados por Santos et al. (2004), que trabalharam com biodigestdo anaerdbia de

dejetos de galinhas poedeiras criadas sob diferentes temperaturas.

Producéo de biogas e metano

N&o houve efeito (P>0,05) dos tratamentos sobre as varidveis da producdo de biogas
(Tabela 14), mostrando que os tratamentos que continham dejetos de animais alimentados
com dietas aditivadas por enzimas n&o influenciaram a concentragdo e rendimento de metano,
e mantiveram-se iguais aos biodigestores da dieta controle.

O potencial de producdo de metano foi semelhante entre os tratamentos. Em média,
foram produzidos 0,029 litros de metano por grama adicionado de fezes, 0,236 litros de
metano por grama de sélidos volateis adicionados e 0,714 litros de metano por grama de

solidos volateis reduzidos (Tabela 14).
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Tabela 14 - Rendimento e concentracéo de biogas e metano em biodigestores abastecidos com
fezes de bovinos alimentados com enzimas.

Tratamentos
Varidveis Controle Amilase Xilanase C+P? Pool EPM*  Probab®.
Biogas total (L) 14,66 14,27 14,01 14,35 14,77  1,0828 NS
CH4 (L) 15,86 14,86 15,75 15,34 16,08 0,7010 NS
CH4 (%) 68,63 68,84 74,48 69,53 71,98 0,8753 NS
CHa/ fezes L/g) 0,030 0,026 0,030 0,030 0,030 0,0095 NS
CHa4/ SV adicionado (L/g) 0,243 0,243 0,225 0,240 0,230 0,0094 NS
CHa4/ SV reduzido (L/g) 0,743 0,603 0,655 0,726 0,640 0,0615 NS

1L: litros; 2g: grama; 3C+P = celulase + protease; “EPM = Erro padrio da média; Probab. = Probabilidade.

De acordo com Soto-Salanova (1996), as enzimas alimentares provocam a ruptura das
paredes celulares das fibras, degradam as proteinas e diminuem os efeitos dos fatores
antinutritivos, tornando os nutrientes mais disponiveis, tanto para o animal como para as
bactérias anaerdbias presentes nos biodigestores. Isso faz com que se tenha maior
disponibilidade de nutrientes e consequentemente se aumente a producao de biogas, o que ndo
foi observado no presente estudo, onde as enzimas ndo interferiram nos resultados de
producdo de biogas e metano.

As diferengas ndo encontradas entre os tratamentos podem estar relacionadas com a
composicao do substrato, onde a proporcdo das enzimas adicionadas na dieta dos animais, ndo
promoveram mudancas na composicdo do dejeto que compde o substrato, sendo assim elas
permaneceram semelhantes com o tratamento controle e ndo proporcionaram mudangas na

producdo de biogas.

No presente estudo, apesar de o volumoso estar contido na dieta, a concentragcdo do
metano em média, entre os tratamentos foi de 70,60 % de metano, quando os dejetos foram
tratados em biodigestores do tipo batelada. J& Miranda (2005) obteve biogas com 65,73% de
metano em biodigestores de bancada, Orrico Junior (2008) obteve 66,55% de metano em
biodigestores do mesmo tipo, enquanto Silva (1998) descreve que a composicdo do biogas
varia de 60 a 70% de metano em biodigestores batelada, estando dentro dos valores
encontrados nesse trabalho. Sendo assim, o processo de biodigestdo se mostrou eficiente,
pois, segundo Soussana et al. (2010), quanto maior for a propor¢do de metano, mais eficiente
é 0 biogéas para producgdo de energia. Gopalan et al. (2013) reportaram rendimento médio de
metano de 0,17 g/L com variacdo de 0,07 — 0,28 L/g, estes dados estdo de acordo com nossos

dados, no qual houve rendimento de metano foi 0,24 L/g.
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No entanto, tem sido observado, rendimento de metano, produzido por dejetos de
diferentes origens podem ser varidveis e sdo afetados por diversos fatores como: dieta,
espécie, estadgio de crescimento, tipo de material da cama, processo de degradacdo no
armazenamento (ANGELIDAKI et al., 2000).
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5 CONCLUSOES

A adicdo de diferentes tipos e concentracdes de enzimas ndo afeta a eficiéncia do uso
de nutrientes no metabolismo ruminal de bovinos.

A associacdo das enzimas exogenas melhora a producéo de acidos acético e
propidnico sem aumentar a emissao de CH4 pelos ruminantes para a atmosfera.

A utilizacdo das enzimas, nas propor¢des adicionada nas dietas, ndo interferiu a
producdo de biogas ou metano das fezes, bem como os teores sélidos do efluente.
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