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RESUMO

O objetivo do estudo foi estimar a produ¢@o de metano (CH4) a partir das propor¢des de acidos graxos
volateis (AGV) no fluido ruminal e determinar a sua relagdo com o consumo de matéria seca (CMS) em
vacas leiteiras suplementadas com Lithothamnium calcareum. Seis vacas lactantes multiparas da racga
Holandesa, foram distribuidas em dois grupos experimentais, grupo controle (CON; n=3) suplementada
com 1,1% de MS de bicarbonato de sédio; e grupo Lithothamnium calcareum (LITHO; n=3), com 0,5% da
MS de Lithothamnium calcareum. Coletas de liquido ruminal foram realizadas uma vez por semana para
avaliacdo de pH e AGV. Diariamente foram registrados o CMS dos animais. A producao de CHs foi
estimada através de equacdes baseadas nas propor¢des de AGV ruminais. Nao houve diferenga entre o
CMS (kg/dia), concentracdes de AGV e relacdo acetato/propionato entre os grupos (P>0,05). O
rendimento de metano (g CHa/kg CMS) néo teve diferenca (P>0,05) entre os grupos nos modelos de
equacao testados. Ndo houve uma correlagdo satisfatoria entre o0 CMS e o rendimento de CHa4 para
animais do o grupo LITHO e CON. Lithothamnium calcareum como aditivo alimentar ndo foi capaz de

reduzir a producéo de CH4, estimada a partir equagfes baseadas nas propor¢des de AGV ruminais.
PALAVRAS-CHAVE: Gés de efeito estufa; mitigagdo de metano; algas marinhas; ruminantes.

ABSTRACT

The aim of this study was to estimate methane (CH4) production from the proportions of volatile fatty acids
(VFA) in ruminal fluid and to determine its relationship with dry matter intake (DMI) in dairy cows
supplemented with Lithothamnium calcareum. Six multiparous lactating Holstein cows were divided into
two experimental groups: control group (CON; n=3) supplemented with 1.1% DM of sodium bicarbonate;
and Lithothamnium calcareum group (LITHO; n=3) supplemented with 0.5% DM of Lithothamnium
calcareum. Ruminal fluid was collected once a week to evaluate pH and VFA. DMI of the animals was
recorded daily. CH4 production was estimated using equations based on ruminal VFA proportions. There
was no difference in DMI (kg/day), VFA concentrations and acetate/propionate ratio between the groups
(P>0.05). The methane yield (g CH4/kg DMI) did not differ (P>0.05) between the groups in the equation
models tested. There was no satisfactory correlation between DMI and CH4 yield for animals in the LITHO
and CON groups. Lithothamnium calcareum as a feed additive was not able to reduce CH4 production,

estimated from equations based on ruminal VFA proportions.
KEYWORDS: Greenhouse gas; methane mitigation; seaweed; ruminants.

A atividade pecuéria tem entrado no foco das discussfes ambientais nos ultimos anos, devido ao
desmatamento de areas de floresta para implantacdo de pastagens, e por ser responsavel direto pelas
emissdes de gases do efeito estufa (GEE), diéxido de carbono (CO:2) e metano (CHa) (SIMANUNGKALIT et
al. 2023). A maior contribuicdo do setor pecuéario provém dos sistemas de producdo de bovinos e ovinos que
sdo responsaveis por até 18% do total das emissfes globais dos GEE principalmente na forma de metano
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entérico e da decomposicao do esterco (KINLEY et al. 2020).

O metano entérico € um subproduto natural da fermentacéo de nutrientes no ambiente ruminal, sua
producdo, além de causar impactos ambientais também significa perda da eficiéncia energética da dieta,
afetando diretamente a produtividade animal, representando até 11% da energia bruta dietética consumida
pelos ruminantes (ROQUE et al. 2019).

A manipulacdo da dieta é considerada a estratégia mais direta e eficaz para reduzir as emissdes de
CHa dos sistemas de producéo de ruminantes (MAIA et al. 2016). Entre elas, o uso de aditivos alimentares e
a suplementac&o com alto teor de concentrado se apresentam eficazes na reducéo de CH4 (EUGENE et al.
2011). Avancos recentes em aditivos alimentares com potencial para mitigar as emissfes de metano
entérico direta ou indiretamente inibindo as arqueas metanogénicas vem sendo pesquisados, entre elas, a
suplementacdo com algas marinhas vermelhas vem tendo resultados satisfatérios devido aos seus
compostos halogenados conhecidos por inibir a metanogénese dependente de cobamida (KINLEY et al.
2020). Lithothamnium calcareum é uma alga marinha vermelha muito utilizada na alimentagdo de
ruminantes como tamponante do pH ruminal (NEVILLE et al. 2022). No entanto, nenhum estudo observando
os efeitos de Lithothamnium calcareum como aditivo antimetanogénico foi realizado.

As emissdes de CH4 dos bovinos séo dificeis de medir, dependem de equipamentos caros e pessoas
qualificadas, sendo impraticavel para uso rotineiro em larga escala em fazendas leiteiras (HAMMOND et al.
2015). Dessa forma, algumas alternativas tém sido usadas para prever a produ¢do de CH4, com o consumo
de matéria seca (CMS), perfil de &cidos graxos do leite (CHARMLEY et al. 2016) e proporgfes de AGV no
fluido ruminal (WILLIAMS et al. 2019). Equac6es modelos baseadas no CMS, composi¢do da dieta, peso
corporal, producdo e composi¢do do leite foram usados por NIU et al. (2018) para prever a producéo de
metano (g/dia) em vacas leiteiras, e WILLIAMS et al. (2019) apresentou equagfes para prever a producdo
de metano em vacas leiteiras a partir das propor¢cdes dos AGV no fluido ruminal incluindo acetato,
propionato e butirato.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi estimar a producdo de metano de vacas leiteiras
da raca Holandés suplementadas com Lithothamnium calcareum como um ingrediente alimentar
antimetanogénico em comparagdo ao bicarbonato de sddio em uma dieta rica em amido, previsto a partir
das proporgdes de AGV no fluido ruminal e determinar a relagcdo da producdo de CH4com o CMS.

Para realizacédo desse estudo foram utilizadas seis vacas Holandesas multiparas em lactacdo, com
63,74 + 18,63 dias em lactacao (DEL), pesando 694 + 20 kg (SE), com paridade média de 3 + 0,59 lactacéo,
e média de producédo de leite pré-experimental 38,83 + 9,29 kg/dia foram usadas no estudo. As vacas foram
mantidas em uma propriedade leiteira comercial na cidade de Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil, e
mantidas em um galpéo de sistema de compost barn com cama de maravalha e casca de arroz com acesso
a comedouros automatizados e individuais e 4gua a vontade. O protocolo de estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica e Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Pelotas, registrado sob o cédigo
13784-2021.

As vacas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos: Controle (CON) e Lithothamnium
calcareum (LITHO), ambos compostos por trés animais, durante um periodo experimental de 56 dias, sendo
0s grupos manejados conjuntamente durante o periodo experimental. Ambos os tratamentos receberam a
mesma dieta basal como ragédo total misturada (TMR) com uma relagcdo concentrado:volumoso de 54:46% e
29,28% de amido na TMR, as diferen¢as entre os grupos foram atribuidas a inclusdo de 0,5% da MS da
dieta de Lithothamnium calcareum para o grupo LITHO e para o grupo CON incluido 1,1% da MS da dieta
de bicarbonato de sédio, conforme indicacdo do nutricionista da fazenda, que foram previamente misturados
no cocho & TMR imediatamente antes da oferta.

Diariamente foram obtidos os dados de CMS por meio de comedouros automaticos e individuais.
Para verificar a correlacdo entre o CMS com os demais parametros, foi realizada uma média semanal de
CMS, na qual foram consideradas semanas aguelas que apresentassem no minimo cinco dias de consumo
registrados.

Amostras de liquido ruminal foram coletados por ruminocentese 4h apés a alimentagcao matinal no dia
0, antes da suplementag¢é@o com a alga e bicarbonato de sédio, e apds administracéo nos dias 7, 14, 21, 28,
35, 42, 49 e 56 do experimento. O pH do liquido ruminal foi imediatamente medido usando um Phmetro de
bancada. Amostras do fluido ruminal foram armazenadas a -80 °C e, posteriormente, utilizadas para
determinar as concentracfes de AGV (acetato, propionato e butirato total), sendo quantificada pela técnica
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio segundo WANG et al. (2021).

Para quantificar o rendimento de metano (RM, g CHs/kg de CMS) foram utilizadas equagdes
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validadas por WILLIAMS et al. (2019), utilizando dados independentes publicados de bovinos leiteiros e de
corte consumindo uma ampla variedade de dietas, que podem ser usadas em pesquisas para estimar a
producdo de metano a partir de dados de AGV. As seguintes equagfes propostas por WILLIAMS et al.
(2019) foram utilizadas:

RM = 4,08 x (acetato / propionato) + 7,05 Equacao 1
RM = 3,28 x (acetato + butirato) / propionato + 7,6 Equacao 2
RM = 316 / propionato + 4,4 Equacao 3

Onde a equacédo 1 é baseada em uma associacado comumente observada entre producéo de metano
e a proporcdo (acetato/propionato). A equacdo 2 é baseada em uma associacdo comumente observada
entre a producdo de metano e (acetato + butirato)/propionato e a equacdo 3 é uma simplificacdo das
equacdes 1 e 2 (WILLIAMS et al. 2019).

Os resultados foram analisados usando o programa JMP® Pro 14 (SAS Institute inc. 2018-2024) por
meio do PROC MIXED, para CMS, AGV (acetato, propionato e butirato), ralagdo acetato/propionato e
rendimento de CHa, tendo como efeitos fixos o grupo, a coleta e suas interacdes e o animal como efeito
aleatério. Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando o teste de “F” foi
significativo, as médias de tratamento foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). As estruturas de
covariancia (Residual, Unequal Variances, Undtructured, AR(1), Antedependent Equal Variances,
Antedependent) foram testadas e os componentes de varidncia foi a que apresentou o menor valor no
critério de informacgéo Bayesiano, sendo esta utilizada para as analises de medidas repetidas. A correlacéo
entre o rendimento de CH4 e 0 CMS e as propor¢des de acetato, propionato e butirato e o CMS foram
analisados no programa JMP® Pro 14, utilizando a Correlagao de Pearson. Caso haja correlacao satisfatéria
(acima de 0,84) e significativa (p< 0,05) sera realizado a regresséo linear simples.

A inclusdo de Lithothamnium calcareum na TMR de vacas leiteiras neste estudo néo teve efeito (P =
0,15) sobre CMS durante o periodo de tratamento. Também né&o teve diferenca no CMS na média semanal
(P =0,31), pH ruminal (P=0,57), concentragfes totais de acetato, propionato e butirato (P=0,88; P=0,65 e
p=0,62, respectivamente), bem como, a relacdo A/P ndo foram significativamente diferentes entre as dietas
LITHO e CON (2,64 e 2,59 respectivamente, P = 0,77), conforme descritos na Tabela 1.

Tabela 1. CMS, pH ruminal e AGV individual (acético, propibnico, butirico; mol/100 mol de AGV) de vacas
holandesas alimentadas com dietas suplementadas com bicarbonato de sédio (CON) ou
Lithothamnium calcareum (LITHO).

Table 1. DMI, ruminal pH and individual VFA (acetic, propionic, butyric; mol/100 mol VFA) of Holstein cows
fed diets supplemented with sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO).

Grupo! mediatEPM?2 Valor de P
Parémetros CON LITHO Grupo
CMS/kg/dia 24,43+1,47 25,89 +£1,47 0,15
CMS/kg/semana 25,63+0,68 26.61 + 0.66 0,31
pH ruminal 6,79+0,11 6,71+0,11 0,57
Acetato 60,62+1,42 60,33+1,42 0,88
Propionato 24,11+0,74 23,62+0,74 0,65
Butirato 15,1440,84 15,92+0,84 0,52
Acetato/Propionato (Mm) 2,59+0,12 2,64+0,12 0,77

1Grupo: CON = Bicarbonato de sédio; LITHO = Lithothamnium calcareum. 2 Média + erro padréo da média (EPM).

O rendimento de metano (g CHa/kg CMS) ndo teve diferenca entre os grupos nos trés modelos de
equacao testados (Eq. 1 (P = 0,77), Eqg. 2 (P = 0,60), Eq. 3 (P = 0,61)), demonstrando um desempenho
semelhante entre os grupos, conforme demonstrado na Tabela 2.

Os resultados da Tabela 3 demostram que o rendimento de CH4 ndo teve uma correlagdo positiva
satisfatoria (acima de 0,84) com o CMS semanal em todos os modelos de equacéo testados (Eq.1: r 0,47),
(Eg.2: r 0,49) e (Eqg.3: r 0,49) para o grupo LITHO, embora o valor de P tenha sido significativo (P< 0,05), e
n&o houve significancia entre o rendimento de CHs e 0 CMS semanal no grupo CON. Também n&o houve
uma correlacéo positiva satisfatéria entre o CMS semanal com as proporc¢des de acetato (r 0,40, p<0,05) e
uma correlagdo negativa satisfatdria com as proporc¢des de propionato (r -0,47, p<0,05) no grupo LITHO
(Tabela 4).
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Tabela 2. Rendimento de CH4 (RM) de vacas holandesas alimentadas com dietas suplementadas com
bicarbonato de sédio (CON) ou Lithothamnium calcareum (LITHO).

Table 2. CH4 vyield of Holstein cows fed diets supplemented with sodium bicarbonate (CON) or
Lithothamnium calcareum (LITHO).

Grupo! médiotEPM?2 Valor de P
Parametros CON LITHO Grupo
CHas 1 (g de CH4/kg MS)3 17,64+0,50 17,85+0,50 0,77
CHa 2 (g de CH4/kg MS)* 18,19+0,40 18,49+0,40 0,60
CHa 3 (g de CH4/kg MS)® 17,78+0,38 18,06+0,38 0,61

1Grupo: CON = Bicarbonato de sédio; LITHO = Lithothamnium calcareum. 2 Média + erro padrdo da média (EPM); 3RM =
4,08 x (acetato / propionato) + 7,05; “RM = 3,28 x (acetato + butirato) / propionato + 7,6; 5RM = 316 / propionato + 4,4.

Tabela 3. Correlacéo entre o0 CMS semanal e o rendimento de CH4 (RM) de vacas holandesas alimentadas
com dietas suplementadas com bicarbonato de sddio (CON) ou Lithothamnium calcareum (LITHO).

Table 3. Correlation between weekly DMI and CH4 yield of Holstein cows fed diets supplemented with
sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO).

Grupo CON!?
Valor de r Valor de R? Valor de P
CMS (semanal) x CH4 12 -0,11 0,01 0,58
CMS (semanal)x CH4 23 -0,12 0,01 0,53
CMS (semanal) x CH4 34 -0,12 0,01 0,55
Grupo LITHO?
Valor de r Valor de R? Valor de P
CMS (semanal) x CH4 12 0,47 0,22 0,01
CMS (semanal) x CH4 23 0,49 0,24 <0,01
CMS (semanal) x CH4 34 0,49 0,23 <0,01

1Grupo: CON = Bicarbonato de sédio; LITHO = Lithothamnium calcareum. 2RM = 4,08 x (acetato / propionato) + 7,05;
3RM = 3,28 x (acetato + butirato) / propionato + 7,6; “RM = 316 / propionato + 4,4.

Tabela 4. Correlacdo entre as propor¢des de acetato, propionato e butirato com o CMS semanal (s) de
vacas holandesas alimentadas com dietas suplementadas com bicarbonato de sddio (CON) ou
Lithothamnium calcareum (LITHO).

Table 4. Correlation between acetate, propionate and butyrate proportions with weekly DMI(s) of Holstein
cows fed diets supplemented with sodium bicarbonate (CON) or Lithothamnium calcareum (LITHO).

Grupo CON?
Valor de r Valor de R? Valor de P
Acético x CMS (semanal) -0,12 0,01 0,54
Propionico x CMS (semanal) 0,09 0,01 0,65
Butirico x CMS (semanal) 0,10 0,01 0,60
Grupo LITHO?
Valor de r Valor de R? Valor de P
Acético x CMS (semanal) 0,40 0,16 0,03
Propionico x CMS (semanal) -0,47 0,22 0,01
Butirico x CMS (semanal) -0,28 0,08 0,14

1Grupo: CON = Bicarbonato de sédio; LITHO = Lithothamnium calcareum.

A suplementacdo de algas vermelhas e de dietas ricas em amido rapidamente fermentaveis,
favorecem a producdo de propionato, devido ao desvio de hidrogénio para formacdo de propionato,
resultando em menos hidrogénio disponivel para metanogénese, portanto, a relacdo A/P no ramen
influéncia na producdo de CHs (MORGAVI et al. 2010, KINLEY et al. 2020), sendo essas dietas ricas em
concentrado métodos eficientes para diminuir a producdo de metano entérico (EUGENE et al. 2011).
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SAUVANT & GIGER-REVERDIN (2009) observaram uma diminuicdo na producdo de CHs4 quando a
proporgéo de concentrado foi >40% do consumo de MS e EUGENE et al. (2011) observou diminuigdo das
emissfes entéricas de CHs em touros confinados suplementados com lipideos extrusados de
linhaca combinados com amido na dieta.

Estudos in vitro demonstraram uma reducéo de 99% de CHas, diminuicdo do acetato e uma maior
concentracao de propionato com a suplementacéo da alga vermelha Asparagopsis taxiformis incluida a 2%
da matéria organica da dieta (MACHADO et al. 2016) e estudos in vivo observaram diminui¢do da producao
de CH4 em vacas leiteiras em 26,4% e 67,2% com a suplementacéo de 0,5% e 1% da matéria organica de
Asparagopsis armata, respectivamente (ROQUE et al. 2019). No entanto, até onde se sabe, os efeitos da
alga vermelha Lithothamnium calcareum sobre a producéo de CH4 foram pouco testados em vacas leiteiras
recebendo dietas ricas em amido.

A producdo de CHas de vacas leiteiras pode ser prevista a partir das propor¢cdes de AGV no ramen
utilizando modelos de equacdes, sendo uma abordagem barata e pratica de estimar as emissdes de metano
(NIU et al. 2018). No presente estudo, o rendimento de CHa4 previsto, ndo diferiu entre os tratamentos nos
trés modelos de equagfes testados. No entanto, a producdo de CHa4 prevista, em ambos os grupos foi
consistente com os mensurados por métodos tradicionais utilizados para medir a producdo de CHa,
(WILLIAMS et al. 2019), ou seja, os parametros de AGV no fluido ruminal combinados com CMS medido ou
estimado, oferecem uma ferramenta potencial para prever a produg¢éo de CH4 em ruminantes.

A falta de diferenca na producdo de CHas entre as dietas LITHO e CON é consistente com a
concentracdo do perfil de AGV, bem como, com a relagdo A/P que foram semelhantes entre os grupos,
provavelmente ndo alterando a producdo liquida de Hz, que é aumentada com a produgcdo de acetato
durante a fermentacdo ruminal, favorecendo a metanogénese, ja a formagdo de propionato € uma via
competitiva de utilizacdo de Hz no rumen, reduzindo a disponibilidade de H: para a metanogénese
(CAREGA & DANTAS 2017). Dessa forma, a producdo de CHs é influenciada pelas taxas de producédo de
acetato e propionato ruminal (KINLEY et al. 2020).

Assim como, a suplementacdo com Lithothamnium calcareum néo influenciou o CMS durante os 56
dias de experimento bem como, a producdo de AGV e o rendimento de CH4, também ndo houve uma
correlacdo satisfatoria entre o rendimento de CHs com o CMS e as proporgdes de acetato, propionato e
butirato, descordando de WILLIAMS et al. (2019) que demonstrou no seu estudo que o rendimento de
metano foi positivamente relacionado linearmente com as propor¢des de acetato e butirato, e o reciproco de
propionato.

Na maioria dos estudos que avaliaram os efeitos de algas vermelhas na mensuracdo de metano, a
producdo de CHjs foi reduzido, sendo relacionado com o aumento na producao de propionato ruminal e uma
diminuicdo benéfica na relacdo A/P (MACHADO et al. 2016). KINLEY et al. (2020) demonstraram que uma
inclusdo de Asparagopsis taxiformes na TMR de alto grdo em apenas 0,20% da ingestdo da matéria
organica (MO), altera o padrdo de fermentacdo ruminal com diminuicdo do acetato e o aumento do
propionato e pode eliminar fundamentalmente a producao entérica de CH4 em comparacdo com a dieta
controle em bovinos de corte. ROQUE et al. (2019) em um estudo com vacas leiteiras Holandesas em
lactacéo, usando um TMR contendo algas marinhas a 1% da ingestéo, relatou uma reducdo de CH4 em
67% e Ll et al. (2018) relatou reducdo de 80% na producdo de CH4 entérico com Asparagopsis oferecido a
3% da ingestdo MO em ovelhas Merino e uma redugdo no acetato e aumento do propionato ruminal. Esses
autores atribuiram esses resultados ao bromoférmio que € um potente agente antimetanogénico presente
nessas algas vermelhas.

Embora Lithothamnium calcareum seja uma espécie de alga vermelha, ndo contém bromoférmio na
sua composi¢cdo, é composto basicamente de carbonato de calcio e magnésio em uma estrutura polimorfa
semelhante ao favo de mel que propicia um aumento da superficie especifica de atuacdo prolongando o
periodo de acao (DIAS 2000, NEVILLE et al. 2019), sendo muito utilizado como agente tamponante do pH
ruminal em dietas altamente energéticas assim como o bicarbonato de sédio. No presente estudo, os
resultados de pH ruminal demonstram que as dietas LITHO e CON mantiveram o pH em 6,71 e 6,79
respectivamente, favorecendo as bactérias metanogénicas, que sdo muito sensiveis a altera¢cdes no pH
necessitando que este esteja 0 mais proximo da neutralidade (6,0 a 6,5) (BERCHIELLI et al. 2011), sendo
assim, mesmo sendo fornecida uma dieta com alto amido, a suplementagdo com Lithothamnium calcareum
nao reduziu a mitigacdo de metano, corroborando o estudo de SIMANUNGKALIT et al. (2023) onde o
rendimento CH4 (g/kg de CMS) de novilhos suplementados com Lithothamnium calcareum foi superior aos
de novilhos do grupo monensina.
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Portanto, pode-se concluir que a suplementacdo de Lithothamnium calcareum em dietas com alto
amido, nao reduziu a producdo estimada de CHs entérico, em comparagdo a uma dieta padrdo com
bicarbonato de sodio, a partir de equacgdes baseadas nas proporgées de acidos graxos volateis ruminais em
vacas Holandesas em lactacdo, ademais ndo houve relacdo do CMS com a producédo do gas. No entanto, é
necessario que mais estudos sejam realizados para elucidar o efeito de Lithothamnium calcareum como um
aditivo alimentar antimetanogénico para vacas leiteiras, ndo enfatizando apenas dietas energéticas, mas
também outros tipos de dieta.
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