Il Simpésio de
Sustentabilidade
& Ciéncia Animal

N

METODOLOGIA EX-SITU DE (MICRO-RUMEN) PARA QUANTIFICAGAO DA
PRODUCAO DE METANO ENTERICO RELACIONADAS A SUSTENTABILIDADE
AMBIENTAL!

METHODOLOGY EX-SITU (MICRO-RUMEN) FOR QUANTIFICATION OF ENTERIC
METHANE PRODUCTION RELATED TO ENVIRONMENTAL SUSTAINABILITY?

Paulo Henrique Mazza Rodrigues?, Lizbeth Collazos Paucar®, Lerner Arévalo Pinedo?, Flavio Perna
Junior®, Mauricio Furlan Martins®, Laura Alexandra Romero Sol6rzano®

'Pesquisa financiada pela FAPESP (Processos 2010/15670-3 e 2011/11165-5)

“Professor do Departamento de Nutricio e Producio Animal e Bolsista em Produtividade de Pesquisa do
CNPg — VNP/FMVZ/USP, Av. Duque de Caxias Norte, 225, CEP:13635-900, Campus de Pirassununga-
SP/Brasil. e.mail: pmazza@usp.br
$Aluna de Doutorado da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos FZEA/USP, Av. Dugque de
Caxias Norte, 225, CEP:13635-900, Campus de Pirassununga-SP/Brasil. e.mail:Icollazosp@usp.br
*Pos-Doutorando do Departamento de Nutrigio e Produgdo Animal — FMVZ/USP. Av. Duque de Caxias
Norte, 225, CEP:13635-900, Campus de Pirassununga-SP/Brasil. Bolsista da FAPESP. e.mail:
lernerpinedo@gmail.com
*Alunos de Mestrado do Departamento de Nutrigdo e Produgdo Animal - FMVVZ/USP, Av. Duque de Caxias
Norte, 225, CEP:13635-900, Campus de Pirassununga-SP/Brasil. e.mail:fpernajr@usp.br

INTRODUCAO

A producdo animal sustentavel tem sido o foco de pesquisa em todo mundo, frente as mudancas
climaticas globais. Na busca por método acurados, simples e rapidos para mensurar a producao de
metano e outros produtos da fermentacdo ruminal que vise a reducdo na emissdo de gases do efeito
estufa (GEE) tem sido objetivos de pesquisas na nutricdo de ruminantes. As principais fontes de
emissdo de (GEE) do Brasil, diferentemente dos paises desenvolvidos, estdo concentradas nos
setores (a) Uso do solo, mudanca do uso do solo e florestas, que contribui com 55%, (b)
Agropecuaria, responsavel por outros 25% da emissdo total (Brasil, 2004). Grande parte desta
emissao é creditada a pecuaria, pela emissdo de CHy4, devido ao fenémeno da fermentacéo entérica
dos rebanhos, e emisséo de N,O, decorrente da deposicdo de dejetos dos animais, compreendem
68% e 43% das emissdes totais destes gases no pais.

Brasil possui segundo maior rebanho bovino do mundo, com 205 milhdes de cabecas, que
faz da pecuéria uma atividade de importancia econémica para o pais (IBGE, 2010), esta baseada em
pastagens com fonte de energia entre 70-80% na dieta de ruminantes. Pedreira e Primavesi, (2006)
relatam nos sistemas de producédo de bovinos em pastagens, qualidade da forragem, digestibilidade,
nivel de consumo sdo fatores determinantes na producdo de metano entérico pelos animais e variam
de acordo com a espécie forrageira, sistema de manejo, estacdo do ano, de forma a assegurar alta
produtividade e sustentabilidade ao sistema. Geralmente, alimentos de elevada digestibilidade, boa
qualidade reduzirad as emissdes de CH,4 por unidade de produto do que dietas de baixa qualidade,
mais fibrosas, lignificados e com baixos teores de proteina bruta resultando em reducdo na
produtividade animal (Cottle et al., 2011). O objetivo deste trabalho foi descrever a técnica ex-situ
de fermentacédo entérica ex-situ de mensuragéo da producdo de CH, e AGCC do conteddo ruminal.

METODOLOGIA EX-SITU DE (MICRO-RUMEN) DE MENSURACAO DE METANO
Principio da técnica consiste em deixar as amostras de contetdo ruminal dentro dos frascos

de penicilina (micro-ramen) incubando em banho-maria, simulando as condigdes predominantes no

rumen (presenca de microorganismos, anaerobiose, temperatura de 39°C, saliva natural do proprio
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animal, pH fisioldgico) por periodo 30 minutos. Apds o blogueio da fermentagdo, as mensuracdes
dos produtos finais da fermentacdo (CH, e AGCC) sdo desenvolvidas e as perdas energéticas do
CH, sdo expressas em relacdo aos produtos da fermentag&o ruminal.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL DA METODOLOGIA EX-SITU DE MENSURAQAO
DE METANO

A metodologia ex-situ de fermentagdo foi realizada no Departamento de Nutricdo e
Producdo Animal FMVZ/USP, Campus de Pirassununga-SP, com o objetivo de mensurar a
producdo de CH, e AGCC. Esta metodologia pode ser desenvolvida em diferentes espécies de
animais ruminantes e portadores de canula ruminal, que sejam ou ndo confinados.

PREPARO E PESAGEM DOS FRASCOS

O preparo de todos os frascos tipo penicilina de 50 mL a serem utilizados nos experimentos
consiste em lavagem manual com &gua, e enxagiie com agua destilada e secagem em estufa a 65°C.
Apds secagem, os frascos sdo identificados e pesados em balanca analitica e acondicionados em
local seco, coberto, até 0 momento do uso.

OBTENQAO DAS AMOSTRAS DE CONTEUDO RUMINAL

O contetido ruminal para mensuracdo de (CH4 e AGCC) é coletado de uma vaca por vez, em
tempos de amostragem pré-determinados antes (0), 3, 6, 9 e 12 horas apds alimentacdo matutina dos
animais. A fase liquida é coletada com auxilio de sonda acoplada a uma bomba elétrica a vacuo,
recuperando-se 150 mL em béquer e que a fase solida é retirada na mesma quantidade, do ramen,
introduzindo a méo via fistula ruminal e coletando-se de trés pontos distintos. As duas fracGes sdo
colocadas dentro dos frascos, primeiro os 10 mL da fase solida e ap6s 20 mL da fase liquida, com
auxilio de um funil e um bastdo de plastico. Os frascos sdo tampados com rolhas de borracha e
lacrados com lacre de aluminio proprio para frascos tipo penicilina, com auxilio de alicate de
recrave, identificados com lacres de plastico. Os frascos sdo “lavados” com CO,, por meio de
agulhas para entrada e saida do gas, a fim de garantir um meio anaerébio. S&o preparados quatro
frascos por vaca e por cada tempo de amostragem, sendo que dois frascos sdo considerados sem
incubacédo (inativacdo imediata sob pressdo e temperatura — O minutos) e outros dois frascos séo
incubados (incubacdo pelo tempo de 30 min em banho 39°C). Ao final de incubacgdo, o processo
fermentativo € inativado sob pressdo e temperatura (autoclavagem) por 15 minutos. Apos os frascos
esfriarem, sdo levados para o Laboratério de Cromatografia gasosa para mensura¢do do volume de
gases e concentracdes de CH, e AGCC.

QUANTIFICAGAO DO GAS METANO

A leitura do volume do gés produzido pela amostra da fermentagdo incubada em frascos tipo
penicilina (micro-rimen) é mensurada utilizando-se um transdutor (Datalogger universal® - modelo
logger AG5000) conectado a um leitor digital e a uma valvula de trés saidas. Para a mensuracéo, a
agulha acoplada ¢ introduzida a valvula através da tampa de borracha. Em seguida, o volume é
mensurado, arrastando os gases acumulados na parte superior do frasco com o uso da seringa
conectada na terceira saida do transdutor até chegar a uma leitura de pressdao zero. Este
procedimento é realizada com cada uma das amostras em ambiente climatizada com temperatura
controlada (25°C). Os dados do volume deslocado pelo gas produzido no frasco sdo anotados,
determinar a producdo de gas metano na amostra. O volume total gasoso € obtido pela soma
daquele obtido na seringa mais o ‘“headspace” do frasco. Ap6s medicdo pelo transdutor, a
determinacédo da concentracdo de CHj,, tanto nos frascos incubados e néo incubados é realizada por
cromatografia gasosa, segundo Erwin et al. (1961), injetando-se uma amostra de 0,5 mL de gas em
cromatografo especificamente preparado para este fim.
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QUANTIFICACAO DOS AGCC

O volume do liquido ruminal dentro dos frascos (micro-rimen) é calculado pela diferenca
entre 0 peso do frasco contendo a amostra apos liofilizacdo por 24 h e o peso do frasco contendo a
amostra antes da liofilizacdo, sendo este volume corrigido pelo volume liquido usado na
amostragem para a determinacdo dos AGCC. Para determinacdo das concentracdes dos AGCC sera
coletada uma amostra de 2,0 mL de liquido ruminal de cada frasco e centrifugado por 15 minutos.
Em seguida, 1 mL do sobrenadante sera colocado em tubo de ensaio contendo 0,2 mL de &cido
formico P.A, sendo armazenado a -20°C até o momento da analise. A concentracdo dos AGCC sera
determinada por cromatografia gasosa, segundo Erwin et al. (1961).

CALCULOS DA PRODUCAO DE AGCC, CH, E PER

A quantificacdo da producdo de CHj, é realizada pela multiplicacdo entre o volume total dos
gases (mL) e a concentracdo do CH,4 na fase gasosa (mmol/mL) obtido no frasco incubado, sendo
este valor subtraido do que foi produzido no frasco sem incubacéo. Ja a quantificacdo individual dos
AGCC sera pela multiplicacdo entre o volume liquido (mL) e a concentracdo de cada AGCC
(mmol/mL) obtido no frasco incubado, sendo este valor subtraido do que foi no frasco sem
incubacdo. A producdo de CH4 e AGCC serdo expressos com base no contetido so6lido presente nos
frascos (gramas ou quilos), contetdo esse que serd obtido pela diferenca de pesagem entre o peso
do frasco contendo a amostra ap6s a estufa (65°C por 15 dias) e o peso do frasco vazio. J& a perda
de energia relativa (PER) é calculada através da formula: PER (%) = 100 x (Energia do CH4
/Energia do CH,4 + C, + C3 + C4). Onde: PER = perda de energia relativa; CH,= metano; C, = acido
acetico; Cz = 4cido propibnico e C4 = acido butirico.

CONCLUSOES

O avanco do conhecimento envolve desenvolvimento a metodologia da fermentacdo entérica
ex-situ de mensuracdo de metano e outras variaveis como AGCC, do contetdo ruminal. Os
resultados encontrados com a metodologia até o presente sdo animadores e espera-se que a mesma
gere um substancial avango na compreensdao do processo fermentativo em ruminantes, como
estratégia para reduzir o impacto ambiental.
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