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Efeito do nivel de inclusdo de bromoférmio nos parametros de
crescimento, na qualidade das carcacas e nas emissdes de metano in vitro de

borregos em crescimento.

Resumo

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito da utilizagdo da alga
vermelha Asparagopsis taxiformis (AT), como fonte de bromoférmio (CHBrs), no ganho
médio didrio (GMD), indice de conversao (IC), ingestao, qualidade da carcaga, nos
parametros fermentativos in vitro, caracteristicas fisicas e quimicas da carne e no estado
sanitario de borregos. Realizou-se um ensaio com a duracdo de 5 semanas com 18
borregos. A alga AT foi mergulhada em 6leo de girassol, que foi utilizado como veiculo
transportador de CHBrs. Utilizou-se 3 dietas, onde BO constituiu o controlo com 0 mg de
CHBrs/ kg matéria seca (MS), B50 50 mg de CHBrs/ kg e B100 100 mg de CHBr3/ kg.
Os animais alimentados com as dietas com maior suplementagdo tiveram menor
ingestdo. Observou-se uma reducdo de CH4 de 59% e 81%, nos tratamentos B50 e

B100. A utilizacdo de CHBr3; pode nao ser indcuo para a saude dos animais.

Palavras-chave: Asparagopsis taxiformis, bromoférmio.
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Effect of bromoform inclusion level on growth parameters, carcass quality

and in vitro methane emissions of growing lambs.

Abstract

This work aimed to investigate the effect of using the red alga Asparagopsis
taxiformis (AT), as a source of bromoform (CHBr3), on average daily gain (ADG),
conversion index (Cl), intake, carcass quality, on the parameters in vitro fermentative
processes, physical and chemical characteristics of meat and the health status of lambs.
A 5-week trial was carried out with 18 lambs. The AT algae was immersed in sunflower
oil, which was used as a CHBr3 transport vehicle. Three diets were used, where BO
constituted the control with 0 mg of CHBr3/ kg dry matter (DM), B50 50 mg of CHBr3/ kg
and B100 100 mg of CHBr3/ kg. Animals fed diets with greater supplementation had
lower intake. A CH4 reduction of 59% and 81% was observed in treatments B50 and

B100. The use of CHBr3 may not be harmless to the health of animals.

Keywords: Asparagopsis taxiformis, bromoform.
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Capitulo 1

Introducéo

O presente trabalho inclui-se no projeto de investigacdo GEEBovMit, mitigacéo
das emissBes de gases com efeito de estufa (GEE) na producéo de bovinos de carne —
pastagens, forragens e aditivos naturais, atualmente em curso no Polo de Inovacédo do

Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinéria.

A Comissdo Europeia (CE) adotou um conjunto de propostas legislativas que
tém como objetivo a reducéo dos GEE em pelo menos 55% até 2030, reducéo de 30%
das emissdes de CH4 até 2030 face ao nivel de 2020 e a neutralidade em 2050 As
emissdes de GEE sdo uma preocupacao global e o setor agricola representa 12% do
total dessas emissdes (Moumen et al., 2016). O CH4 é um dos principais GEE, com um
potencial de aguecimento 28 vezes maior que o diéxido de carbono (CO) num periodo
de 10 anos (Moumen et al., 2016). Este valor pode ser diferente se o espago temporal
se alterar. O sector agricola é responsavel por mais de 40 % das emissGes de CHa
(Agéncia Portuguesa do Ambiente [APA], 2023).

A alteracdo da dieta dos ruminantes, com recurso a suplementos alimentares, é
uma das vias possiveis para a reducao das emissdes de CH, (Hristov et al., 2018).
Segundo Machado et al. (2016), a espécie de macroalgas AT, € uma alternativa
importante para mitigacdo das emissdes entéricas de CHs. O CHBrs, o composto
secundario halogenado em maior proporcao na alga AT, demonstrou ser muito eficaz
na reducdo das emissdes de CH4 (Machado et al., 2014). Este efeito foi comprovado em
alguns ensaios in vitro (Machado et al., 2014) e in vivo em bovinos (Stefenoni et al.,
2021) em que a AT foi liofilizada antes de ser incorporada em baixos niveis de
suplementacédo na dieta dos animais. Estes estudos demonstraram eficacia instantanea,
atingindo niveis de reducdo das emissdes ruminais de CHa4 superiores a 90% (Black et
al., 2021).

Contudo, a liofilizagdo € um processo muito dispendioso em termos econémicos
e tem também elevados custos ambientais, o que torna a sua utilizacdo dificil de
transpor para a pratica. Como alternativa a liofiizacdo Magnusson et al. (2020),
desenvolveram um método de processamento eficaz para preservar e manter estavel o
CHBrs. Apos a recolha da AT do mar faz-se a imersdo das massas em 6Oleo vegetal onde
deve permanecer por um periodo néo inferior a 12 dias. Este processo permite obter um
6leo enriquecido em CHBrs, com bons niveis de recuperacdo e que se mantém estavel

a temperatura ambiente (25 °C) por um periodo de 24 semanas desde que mantido ao



abrigo do ar (Tan et al., 2022). Este processo torna a utilizacdo da alga econémica e

ambientalmente mais sustentavel.

Objetivo
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da utilizacdo de CHBr; extraido da
alga AT nos parametros de crescimento, na qualidade das carcagas, nas emissdes de

metano in vitro e no estado sanitério de borregos em crescimento.

Enquadramento tedrico
Problematica ambiental

As alteracdes climéaticas e o efeito de estufa sdo um problema intrinseco a nivel
global, 0 aumento da temperatura média no planeta e a crescente libertagdo de GEE

para a atmosfera sdo cada vez mais preocupantes e alarmantes.

Para avaliar as alteragGes de temperatura, 0s seus impactes e riscos utiliza-se
como referéncia o periodo 1850 — 1900, que se aproximam da temperatura global pré-
industrial, e trés periodos de referéncia futuros: 2021 — 2040 (curto prazo); 2041- 2060
(médio prazo); e 2081 — 2100 (longo prazo) (Pdrtner et al., 2022).

Segundo Pdértner et al. (2022) a temperatura aumentou 1,09 °C no periodo 2011
—2020. Estima-se que ha uma probabilidade de 50% de que o aquecimento global atinja
ou exceda 1,5 °C a curto prazo, mesmo num cenario de baixas emissdes de GEE
(Portner et al., 2022). Desde 1950, o CO; presente na atmosfera aumentou 28% e o
CHs aumentou 70% até 2020 (Black et al., 2021). A concentracdo de CH4 na atmosfera
aumenta a uma taxa anual de 1% (Moumen et al., 2016). A reduc&o das emissdes de
CHa é considerado um objetivo chave para a reducéo dos GEE, devido ao seu elevado
poder de aquecimento global e ao seu curto tempo de vida na atmosfera que, segundo

Glasson et al. (2022), € em média de 10 - 12 anos.

O efeito de estufa faz com que a temperatura a superficie da terra seja amena.
Os GEE absorvem parte da radiacéo solar que atinge as partes altas da atmosfera e
refletem parte da radiacdo que é emitida para a atmosfera pela superficie terrestre. Este
efeito é extremamente importante para manter a temperatura no planeta. No entanto, a
crescente libertagdo e acumulagdo de GEE para a atmosfera, que se verificou nos
diversos setores da economia, tem desequilibrado este processo natural (APA, 2021).
A elevada concentracdo de GEE esta a resultar num aumento do aquecimento a nivel
global, e para isso contribuem fortemente os setores da energia (no qual esta incluido

0s transportes), residuos, agricultura e processos industriais (Figura 1).
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Figura 1: Setores com maior emissdo de GEE em Portugal em 2022. Adaptado de: APA
(2023).

Como forma de atenuar e prevenir os impactes das alteracdes climéaticas foram
criadas pela CE, inserido no pacote climatico e energético 2020, trés obijetivos
principais: reduzir em 20% o nivel das emissdes de GEE para a atmosfera, em relagéo
a niveis de 1990; aumentar para 20% a proporgdo de energia proveniente de fontes

renovaveis da EU (European Union) e a melhoria em 20% na eficiéncia energética.

Impacte da produc¢do animal no ambiente

O consumo de produtos derivados dos animais tem vindo a aumentar,
principalmente nos paises em desenvolvimento onde a populacdo humana esta em
franco crescimento. Este consumo deve-se ao aumento da populagéo, a urbanizagéo e

ao aumento dos rendimentos das familias (Lan & Yang, 2019).

A industria pecuaria proporciona rendimentos a mais de 1,3 mil milhdes de
pessoas em todo o mundo e contribui aproximadamente em 33% para o produto interno
bruto agricola (Lan & Yang, 2018). No entanto, sdo referidos alguns inconvenientes
diretos e indiretos da producdo animal, relacionados com a utilizacdo dos recursos
naturais e o impacte no ambiente. Steinfeld et al. (2006) referem a este propdsito que
as atividades relacionadas com o setor pecuario ocupam cerca de um terco das terras
nao cobertas por gelo do planeta, consomem cerca de 8% da agua doce extraida dos
rios e aquiferos, e que é responsavel por emissbes apreciaveis de GEE e em muitas

regides esté associada a degradacao dos solos e a poluicdo ambiental.



A producédo animal e principalmente os animais ruminantes (Figura 2) sdo uma
fonte importante de emissdes de CO; e CH, para a atmosfera. De acordo com Ferreira
(2019), em Portugal, o setor animal é responsavel por 83% das emissdes de CO;
resultantes de atividades agricolas. Por outro lado, a fermentacdo entérica dos
ruminantes é responsavel por 58% das emissdes agricolas de CH, (Olivier et al., 2005).
Em 2006 a Food and Agriculture Organization (FAO) das Nac¢des Unidas, publicou um
documento focado no impacte global da atividade pecuaria nas questdes ambientais,
incluindo as emissdes de GEE. De acordo com as estimativas referidas nesse trabalho,
a pecuaria contribui com 14,5% do total de emissGes de GEE de origem antropogénica.
Este valor foi contestado por Jiménez (2020), que criticou a metodologia seguida pela
FAO nas suas estimativas, referindo que houve sobreposicdo da contribuicdo de alguns
setores, como o transporte e a producéo de eletricidade. De acordo com aquele autor,
a percentagem real devida a producao pecuaria € de 5% porque as emissdes de

transporte (terra, ar e maritimo ) ndo devem estar diretamente ligadas a pecuéaria.

Bovinos de leite Bovinos de carne Ovinos Caprinos = Suinos Aves = Equinos
Wy A '
TN
8
90
65

Figura 2: Estimativa de emissdes de CH. entérico (kg/animal por ano). Adaptado de
Moumen et al., (2016).



Processo digestivo nos ruminantes

O processo digestivo e a producdo de metano nos ruminantes

O processo digestivo nos ruminantes € um processo complexo que envolve a
participacdo de uma extensa e complexa comunidade microbiana estabelecida no
ecossistema ruminal e o equipamento enzimatico do sistema enddcrino associado ao
tubo digestivo. Os ruminantes sdo animais herbivoros, que tém capacidade para digerir
os elementos fibrosos dos constituintes vegetais das dietas, nomeadamente as
forragens frescas ou conservadas. Essa capacidade resulta da simbiose que se
estabelece entre 0s animais e a populacdo presente no reticulo-raimen, que totaliza até
400 espécies diferentes de bactérias, bacteriéfagos, protozoarios, fungos e

metanogénicos, que vivem em meio anaerobio (Zhu et al., 2021).

As bactérias representam cerca de 50% da biomassa microbiana e séo as que
tem maior importancia nas fermentacdes dos hidratos de carbono. Grande parte destas
bactérias tem origem no proprio sistema digestivo, no entanto algumas bactérias
presentes podem ser diferentes dependendo do tipo de alimentacdo do animal
(Dentinho, 1997).

Os protozoarios ruminais sdo organismos eucariotas unicelulares, e geralmente
representam cerca de 40% da biomassa microbiana (Jarrige et al., 1990). A composicao
e dimensdo da fauna microbiana pode variar também consoante a dieta do animal.
Atuam na digestéo dos hidratos de carbono, nomeadamente da celulose. Apesar de néo
ser degradada diretamente pelos protozoarios, a acao hidrolitica que exercem sobre as
hemiceluloses, com quebra das ligagGes entre estes compostos e a lenhina, faz com
gue a celulose fique mais disponivel para a acdo das enzimas microbianas (Jarrige et
al., 1990).

Os fungos sdo seres que penetram nos fragmentos vegetais através da cuticula,
ao contrario das bactérias que s6 entram através dos estomas dos tecidos vegetais
intactos ou por zonas destruidas pela mastigacao (Dentinho, 1997). Em dietas ricas em
forragens € normal encontrar-se uma grande concentracdo de fungos, conseguindo
utilizar varios glucidos como fonte de energia como é o caso da celulose, maltose,
sacarose, celobiose e xilanas. Os fungos conseguem degradar alimentos muito

lenhificados, mas n&o tem a capacidade de degradar a lenhina (Dentinho, 1997).

O processo digestivo, tem como produtos finais os acidos gordos volateis (AGV),

CH4, CO, e amonia. Isto deve-se a fermentacdo microbiana de hidratos de carbono e



de amino&cidos que ocorre no rimen e em, muito menor escala no intestino grosso,
onde sdo fermentados a fracdo dos alimentos que nao foram degradados anteriormente
(Dentinho, 1997). Os AGV séao absorvidos em grande parte no reticulo e no rimen e sao
a principal fonte de energia que o animal ruminante tem. O &cido acético, acido
propidnico e o acido butirico sdo os AGV com maior importancia. O 4cido acético esta
disponivel em maior quantidade quando existe maior conteddo de paredes celulares no
alimento, o acido propidnico aumenta com a presenca de cereais e 0 acido butirico
aumenta com a presenca de alimentos ricos em glicidos sollveis e proteinas (Jarrige
et al., 1990).

O processo de digestéo gera elevadas quantidades de (Hidrogénio) H. que tem
de ser eliminado do meio sob pena de impedir a atividade do microbiota ruminal e as
fermentagcBes ruminais, com efeitos negativos na digestdo dos alimentos (Zhu et al.,
2021). Os polissacarideos (celulose, hemicelulose e amido) sdo hidrolisados e
transformados em glucose e outros compostos simples (Beauchemin et al., 2020). Os
monossacarideos sao posteriormente metabolizados em AGV e CO,. Nestes processos
fermentativos que convertem os monossacarideos em AGV, ha libertagdo de H,, com
capacidade para reduzir os cofatores intracelulares (Beauchemin et al., 2020). Para que
as fermentagdes continuem a ocorrer, esses cofatores devem ser reoxidados. Este
processo da-se atraves da atividade da hidrogenase com formacéo de H, (Beauchemin
et al., 2020). O H; presente no rimen existe sob a forma dissolvida ou gasosa. Sé o H;
gasoso é utilizado pelos microrganismos, sendo transferido do aparelho fermentativo de
bactérias, protozoarios e fungos para as Archaea metanogénicas, que o utilizam para
reduzir o CO, e outros compostos monocarbonados, em CH4 através da via
hidrogenotrofica (Hristov et al., 2013). Os agentes metanogénicos também podem
utilizar outros substratos como sejam a acetil-CoA, como dador de H, metabdlico para
a metanogénese ruminal. O CH, também pode ser produzido no rimen através da
utilizacdo de grupos metilo e acetato. Assim o CH4 representa o maior sumidouro de H»
metabdlico no rimen. Também de referir que apesar da maior parte do H, metabdlico
produzido pela fermentacdo microbiana além de ser utlizado por agentes
metanogénicos também € em parte utilizado para a producdo de propionato
(Beauchemin et al., 2020).

As Archaea metanogénicas, que pertencem ao dominio Archaea e ao reino
Euryarchaeota, sdo seres procariotas altamente especializados (Hristov et al., 2013).
Apesar de serem 0s principais agentes da metanogénese, neste processo também
interferem outras comunidades de microrganismos (Hristov et al., 2013). Todos estes

agentes metanogénicos tem em comum a presenca da coenzima F420 que é o cofator
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necessario para as enzimas hidrogenase e formato desidrogenase (Hook et al., 2010).
Outra coenzima caracteristica dos metanogénicos € a coenzima M, que € produzida
pelos metanogénios (Methanobacterium) ou proveniente de uma fonte externa como é

0 caso da Methanobrevibacter ruminantium (Hook et al., 2010).

Os agentes metanogénicos sdo responsaveis pela captura de H, e CO, num
processo redutor onde se da a formacdo de CHa4. A sintese de CH4 representa uma
perda de carbono do rimen que se liberta para o exterior principalmente por eructacao,
com perda de energia (Moumen et al., 2016), que podera representar entre 2 a 12% da
energia total do alimento (Glasson et al., 2022). As caracteristicas celulares dos
metanogénicos variam. A Methanobrevibacter ruminantium tem forma de bastonete com
motilidade variavel e é capaz de utilizar H2, CO. e formiato como substrato para a
producdo de CH4. A Methanobacterium formicicum pode ter a forma de bastonete ou
filamento sem motilidade e é capaz de utilizar os mesmo substratos que a
Methanobrevibacter. A Methanomicrobium mobile tem a forma de bastonete e € movel,
utiliza tanto o H, como o CO: e o formiato para produzir CHs. A Methanosarcina barkeri
e a Methanosarcina mazeii tem ambas a forma de cocéide sem motilidade. A ordem
Methanosarcinales contém os Unicos metanogénicos com citocromos que se podem
desenvolver numa ampla gama de substratos. Os citocromos séo transportadores de
eletrBes ligados & membrana que desempenham um papel importante na oxidacéo dos
grupos metilo. A Methanosarcina barkeri é produtora de CH. a partir de Hz, CO», acetato,
metilaminas e metanol. A Methanosarcina mazeii pode utilizar os mesmo substratos

exceto o H2 e 0 CO: (Hook et al., 2010).

Anatomia digestiva

Os animais ruminantes s&o caracterizados por uma anatomia digestiva
diferenciada. Estes animais tem quatro reservatérios gastricos, o rumen, reticulo

abomaso e omaso:

1. O rimen é o maior compartimento e representa 50 a 60% do volume total do
aparelho digestivo. Numa vaca leiteira o rimen pode conter até 80 kg de alimento
e agua. A agua presente no rimen provém dos alimentos, da agua bebida e
principalmente da saliva, a qual segrega abundantemente durante a mastigacao
a ingestao e a ruminacao. No caso dos ovinos, a producéo diaria de saliva pode
ser até 10 litros (Jarrige et al., 1990). A saliva tem pH alcalino na ordem dos 8,2
e é rica em saédio, bicarbonato e fosfato que contribuem para manter o pH do

riumen na ordem dos 6,2 a 6,5 (Jarrige et al., 1990).



s

O contetdo ruminal é agitado de forma continua e segue um circuito
estabelecido que recorre as paredes do rimen aos pilares e as pregas para se
deslocar (Jarrige et al., 1990).

E aqui que se da 60 a 90% da digestdo dos alimentos (Thivend et al., 1985).
Desta fermentacado resultam gases que sdo expulsos por eructacdo e AGV que
sdo absorvidos nas paredes do ramen, reticulo e omaso (Jarrige et al., 1990).

2. O reticulo é o compartimento que se segue ao rumen, estando separados
apenas por uma prega, a separacao € apenas parcial visto que a comunicacao
entre eles é permanente.

3. O omaso é um o6rgao com uma forma ovoide que tem tamanho superior ao
reticulo e a sua mucosa é formada por lamelas paralelas dispostas no sentido
do trénsito intestinal. O omaso ndo tem secregbes digestivas, atuando
principalmente na regulacdo do transito e no controlo das particulas de alimento.
Aqui dao-se fermentacdes necessérias a degradacao de algumas particulas. O
omaso tem uma grande capacidade de absorcédo de agua, eletrélitos e também
de AGV que ndo foram absorvidos no rimen. No omaso é também onde se da
a absorcao de bicarbonato, amoniaco, Na* e K* (Engelhardt & Hauffe,1975).

4. O abomaso corresponde ao estbmago dos monogastricos e neste
compartimento, e também no intestino delgado, ocorre um processo digestivo
marcadamente enzimatico, que degrada os residuos alimentares que nao foram
fermentados anteriormente. Esta digestao efetua-se através de suco gastrico,
bilis, secrecdes intestinais e do suco pancreético. Os produtos resultantes destas
fermentagfes sdo absorvidos no local (Dentinho, 1997).

5. No intestino grosso a matéria que nao foi digerida anteriormente é de novo
sujeita & agdo microbiana onde permanece 15 a 24 horas. Neste compartimento
as fermentagfes sdo muito parecidas com as que se ddo no rimen, no entanto
0S microrganismos responsaveis séo diferentes onde prevalecem as bactérias
celuloliticas e a auséncia de protozoarios. Aqui a atividade é bastante baixa
devido aos constituintes degradaveis serem poucos. O intestino grosso em
condi¢cbes normais contribui com 5 a 10% para a digestéo do alimento (Dentinho,
1997). Apés este processo, o conteudo digestivo é seco no colon e excretado
(Jarrige et al., 1990).

Formas de mitigagéo das emissdes de metano com origem na producao de
ruminantes

A abordagem correta de mitigacdo de CH4 deve ser adaptada as necessidades

de cada exploracao de forma a mante-las rentaveis. Existem atualmente varios estudos
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que comprovam que a mitigacdo das emissdes do CH4 ruminal € possivel, existindo

varias estratégias que demonstraram ser eficazes e sustentaveis.
Vacinacao

A vacinacdo é um método que estd a ser desenvolvido para reduzir a producéo
de CH.. A vacinacao baseia-se na estimulacdo do sistema imunolégico do ruminante a
produzir anticorpos contra agentes metanogénicos (Hook et al., 2010). Este processo
pode ser comprometido pela localizacéo geogréfica dos animais, visto que a populagéo
de metandgenos pode ser diferente. Também pode existir um desenvolvimento de
espécies ou géneros metanogenicos alternativos depois da vacinagcdo, o que

compromete esta abordagem (Moumen et al., 2016).
Selecdo genética

Alguns autores identificam a sele¢cdo genética como forma de reduzir as
emissbes de CH4, como sendo a via menos dispendiosa e com um efeito a longo prazo
satisfatério. Selecionar os animais com uma tendéncia natural para uma menor

producdo de CH. pode ter efeitos a médio prazo (Capper et al., 2009).

O melhoramento genético baseado na eficiéncia alimentar produz efeitos
permanentes e cumulativos ao longo do tempo. Animais com maior eficiéncia alimentar
valorizam mais as ra¢cfes mais energéticas e produzem menos CHs (Moumen et al.,
2016).

Segundo De Vries & De Boer (2010), a producéo de CH4 diminui na ordem dos
11 a 26% em dez anos com a sele¢do genética. A correlagdo genética positiva entre
consumo alimentar residual e emissfes previstas indica que 0s animais com menores
consumos alimentares residuais tém menores emissdes previstas (De Vries & De Boer.,
2010)

Manipulac&o da dieta

De todas as estratégias utilizadas para mitigar as emissdes de CH4, a que
apresenta melhores resultados é a adicdo de ingredientes ao alimento dos animais
(Glasson et al., 2022).

Existem diferentes possibilidades para alcancar a mitigagcdo do CH4 a partir da
manipulacdo da dieta dos animais através da inclusdo de aditivos que atuem ao nivel
da metanogénese. Estes aditivos podem resultar em alterac6es do microbioma pela

inibicdo dos grupos bacterianos produtores de CHa, através da inclusdo de bactérias



que competem diretamente com as bactérias metanogénica (Moumen et al., 2016). A
reducdo das emissdes de CHs pode também resultar da competicdo entre
microrganismos que utilizam o Hz, e o CO2, que sdo os principais substratos utilizados

pelos organismos metanogénicos (Lan & Yang., 2018; Auffret et al., 2018).
Defaunacéo

O tratamento para a defaunagéo consiste na remoc¢ao de protozoarios do rimen.
Tem sido utilizado sulfato de cobre, &cidos, produtos quimicos tensoativos, triazina,
lipidos, taninos, ionéforos e saponinas para este fim. Os protozoarios partilham uma
relacdo de simbiose com 0s metanogénicos, fornecendo o H; suficiente aos agentes
produtores de CH.. Esta simbiose é responsavel por 9 a 37% da producédo de CH4 no
rumen (Hook et al., 2010). A defaunacgédo reduz 13% da producdo de CH4 mas pode
variar dependendo da dieta do animal. Uma dieta rica em concentrado revela uma maior

reducdo do CH, devido ao seu elevado teor em amido (Hook et al., 2010).
Compostos ion6foros

Compostos ionéforos sédo também utilizados como agente inibidor da
metanogénese. Sao agentes antimicrobianos amplamente utilizados na produgéo de
animais ruminantes. A monensina demonstrou diminuir a produg&o de CH utilizando o
efeito antimicrobiano seletivo em micrébios ruminais. Este composto € conhecido por
inibir microrganismos gram-positivos responsaveis por fornecer substrato para a
metanogénese (Moumen et al., 2016). Os efeitos causados pela monensina na célula
microbiana sdo mediadas pela capacidade de interferir com o fluxo de ibes. A
monensina estimula a producdo de propionato no ramen o que favorece o
desenvolvimento de microrganismos gram-negativos (Hook et al., 2010). Este
suplemento ocorre apenas numa fase inicial da alimentag&o porque a flora ruminal tende
a restaurar ao longo do tempo (Moumen et al., 2016). Desde 2006 que é proibida a
utilizacdo de antibiéticos como aditivos na alimentacao de ruminantes pelo que, apesar
das vantagens reconhecidas na reducdo da metanogénese, ndo € permitido utilizar

monensina como aditivo.
Lipidos

A adicdo de lipidos a dieta dos animais € uma outra via para conseguir a reducéo
do CH, entérico sem alterar o pH do ramen. A adicdo de acidos gordos e 6leos sao
opcOes que tém sido investigadas quer in vitro quer in vivo, com resultados significativos.
Segundo Moumen et al. (2016), a redugéo de CHjs in vitro foi de 80% e in vivo foi de

25%. O aumento do teor de lipidos leva a reducéo de CH, pela inibicdo dos protozoarios,
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0 aumento de acido propionico e da biohidrogenacao de acidos gordos insaturados. Os
acidos gordos insaturados podem ser utilizados como recetores de H, (Moumen et al.,
2016). Pensa-se que os acidos gordos inibem diretamente o0s organismos
metanogénicos, ligando-se a membrana celular, interrompendo o0 seu transporte
(Moumen et al., 2016). Os &cidos gordos como é o caso do acido miristico reduz em
22% as emissdes de CH,4. Segundo Hook et al. (2010), em estudos in vitro verificou que
a utilizacdo de acidos gordos combinados tém maior supressao da metanogénese

devido a um efeito sinérgico do que quando o &cido gordo atua isoladamente.
Taninos e saponinas

A adicdo de taninos pode também ser utilizada como forma de mitigar a
metanogénese. Os taninos sao polifendis naturais com diferentes pesos moleculares e
complexidades que séo sintetizados durante o metabolismo secundario das plantas.
Podem ligar-se a macromoléculas, como proteinas carboidratos estruturais ou amido e
assim diminuir a sua disponibilidade para digestdo (Moumen et al., 2016). A presenca
de taninos no rimen esté relacionada com a protecdo da proteina dietética contra a
degradagdo por microrganismos ruminais, aumentando o fluxo de proteina a ser

absorvida no intestino (Moumen et al., 2016).

As saponinas sdo um conjunto de compostos bioativos presentes nas plantas,
que em geral consiste numa aglicona ligada a um ou mais ndcleos constituidos por
acucares. Estes compostos tem a capacidade de formar uma espuma estavel no rimen.
O grupo polar do nucleo de agucar e o grupo apolar da aglicona permite que a saponina
diminua a tensdo superficial. A saponina tem um efeito inibitério na metanogénese por
limitar alguns protozoérios e também diminuir a disponibilidade de H, (Moumen et al.,
2016).

Compostos quimicos de sintese

Alguns compostos quimicos de sintese, usados como aditivos na dieta dos
animais, tém elevado efeito como inibidores da metanogénese. Entre estes compostos
realgca-se o bromoclorometano, bromometano sulfonato, 3-Nitrooxypropanol (3-NOP)
cloroférmio e a ciclodextrina. Estes compostos inibiram em 50% o CH4 emitido em
estudos in vivo (ovinos, caprinos e bovinos) (Hristov et al., 2013). No entanto, segundo
0 mesmo autor, a producdo de CH. aumentou gradualmente com o passar do tempo,
dando a entender que houve uma adaptacdo do ecossistema ruminal aos compostos.
O efeito a longo prazo destes inibidores quimicos de CH4 é incerto e sdo necessarios
mais dados para comprovar os seus efeitos tendo em vista que alguns destes agentes

tem um efeito cancerigeno (Hristov et al., 2013).
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A comercializagdo do composto 3-NOP foi ja autorizada pela Bovaer® em mais
de 45 paises, incluindo a Unido Europeia, Australia, Brasil, Chile, Paquistdo, Suica e
Turquia. Tem um efeito inibitério sobre a metil-coenzima M redutase que catalisa a
etapa final da metanogénese no riamen. Este composto atua na mesma via de
metanogénese, sequestrando o grupo protético requerido pela metil-coenzima M. Assim
este composto compete com o CH,4 para as reacbes de transferéncia (Roque et al.,
2020). Segundo Beauchemin et al. (2020) os resultados indicam que as emissfes
entéricas de CH4 diminuiram em mais de 20% com a suplementacdo de 3-NOP em
dietas forrageiras, sem afetar a ingestdo de MS. A comunidade microbiana
predominante no rimen e a digestibilidade aparente dos nutrientes no trato intestinal

ndo demonstraram alteracdes.
Compostos quimicos naturais (Asparagopsys taxiformis)

As algas desde ha muitos anos que sé&o utilizadas na nutricdo humana,
cosmética e na industria farmacéutica, demonstrando propriedades antibacterianas,
antiviricas, antioxidantes e anti-inflamatérias (Li et al., 2016). As algas séo classificadas
por tamanhos, micro e macroalgas. Nas macroalgas a classificagéo é feita a partir da
sua pigmentacao (verde, vermelha e castanha) e do habitat onde se encontram (agua
doce ou salgada) (Kinley et al., 2016). A AT é uma macroalga marinha do género
macroalga vermelha (Figura 3) e pode encontrar-se nos ecossistemas tropicais e

temperados.

Figura 3:Alga vermelha Asparagopsis taxiformis (Adaptado de: Brian Azzopardi., 2024).

Como alimento a AT € uma fonte de polissacaridos de alta qualidade, proteinas,

compostos bioativos, 4cidos gordos e fibras alimentares, que no seu conjunto podem
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satisfazer, parcialmente, as necessidades didrias dos animais ruminantes (Zhu et al.,
2021).

Algumas das macroalgas sdo ricas em lipidos, taninos e metabolitos
secundarios, que demonstram propriedades antimetanogénicas. A AT produz
compostos bioativos (haloformas e dihalometanos) em glandulas especializadas com a
finalidade de se proteger dos predadores herbivoros marinhos (Li et al., 2016). O CHBr3
€ 0 composto halogenado mais abundante na AT (Machado et al., 2016). O efeito dos
metabolitos secundarios na antimetanogénese foi demonstrado na fermentacéo in vitro,
no qual as fermentacdes sofrem alteracdes dependendo da dose aplicada. No caso da
AT, baixas taxas de inclusdo reduzem drasticamente as emissfes de CH,. (Machado et
al., 2016). Segundo Glasson et al.,, (2022), a utilizacdo desta alga como agente
antimetanogénico redireciona a energia perdida sob a forma de CH4 para metabolismos
benéficos, resultando numa maior eficiéncia de utilizacdo dos alimentos, refletindo-se

num maior aproveitamento produtivo.

As espécies do género Asparagopsis sintetizam compostos organicos
halogenados e também compostos halogenados inorganicos como € o caso do CHBrs.
Neste caso o teor de CHBr3 presente na AT foi identificado como o constituinte ativo
chave para inibir a metanogénese (Zhu et al., 2021), através da inibicdo enzimatica por
reacdo com a vitamina B12 reduzida que inibe a eficacia da enzima metil transferase,
que sdo essenciais para a biossintese de CH4 (Vucko et al., 2016). Estes autores
concluiram, em ensaios in vitro, que a utilizagdo de 1,0 mg g* de CHBr; é suficiente

para inibir completamente a produgéo de CHa,

A reducédo da producdo de CH4 entérico € um objetivo muito importante, mas
para que este objetivo seja pratico tem de ser eficaz e sem efeitos negativos nas
fermentagdes, incluindo a degradabilidade do substrato orgénico e a producédo de AGV,
que sao a principal fonte de energia dos animais ruminantes (Machado et al., 2016). A
energia libertada durante as fermentac¢des dos hidratos de carbono é utilizada na sintese
de proteina microbiana e os AGV absorvidos pelas paredes do rimen (Glasson et al.,
2022).

Técnicas de medicdo de CHa4
Atualmente existem vérias técnicas de medicdo das emissGes de CHai, quer

sejam elas diretas ou indiretas.

As técnicas indiretas estdo geralmente associadas a uma menor precisdo e

maior incerteza nos dados das emissfes (Hristov et al., 2018). Nas técnicas indiretas
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inclui-se a relacdo de CO, e CH4 no ar inalado para estimar as emissdes de CHa. A
técnica de sniffer, consiste na estimativa da emissao de CH4 durante um evento de
eructacao e a frequéncia de eructacdo durante um periodo de tempo. A detecao laser
de CHa4, onde o dispositivo é direcionado para a boca e narinas do animal enquanto se
alimenta e assim a leitura é realizada. Ainda o método in vitro pelo sistema ANKOM,
em que se faz a recolha do suco de rimen e uma amostra de alimento é colocado em
fermentadores junto com uma solugdo tampdo (Menke & Steingass,1988) onde
permanece 48h. Apos este periodo recolhe-se 0 gas total e procede-se a analise de CH,

por cromatografia gasosa.

Dentro das técnicas de medicdo diretas estdo incluidas as camaras de
respiragcéo (Figura 4). Nestas camaras os animais sdo mantidos num espago fechado
com uma dindmica de mistura de fluxo de ar constante. O CH,4 é identificado com
detetores em pontos especificos da cAmara que séo calibrados diariamente com uma
fonte de CH, puro. Os animais sdo mantidos nestas camaras e as leituras sao efetuadas
durante 23 horas, sendo 1 hora para maneio. Apés estas leituras, faz-se uma média da

taxa de producdo de CH4 (Hristov et al., 2018).

O método do tragcador de hexafluoreto de enxofre (SFe) consiste na medicéo da
taxa de emissdo do gas SFs libertado a partir do riumen. Este gas néo é toxico, €
fisiologicamente inerte e é estavel. Além de ser um gas de baixo custo também tem um
limite de detecdo extremamente baixo. De modo a existir uma taxa de libertagéo
continua deste géas, é colocado no rimen um tubo com SF¢ de pequenas dimensdes
com taxa de permeacdo conhecida. O ar expirado é amostrado através de um tubo
capilar colocado na narina do animal adaptado a um cabresto. Por sua vez este tubo
esta conectado a um tubo de Polyvinyl chloride (PVC) com pressao negativa que faz a
recolha das amostras dos gases. Ap6s a recolha dos gases as concentracdes sao
determinadas por cromatografia gasosa. A partir da taxa conhecida de libertacdo do SFs
no rimen e das concentracdes de CH4 e SFs nas amostras de gas medidas, calcula-se

o fluxo de CHa libertado pelo animal (Moura et al., 2015).

O sistema GreenFeed é um aparelho no qual se faz a medigdo dos gases
emitidos pela boca e pelas narinas dos bovinos. E constituido por um comedouro, um
reservatorio de alimento, sensor de gases, sensor de presenca do animal, um medidor
de fluxo de ar e um exaustor. Os animais sdo atraidos para o comedouro com alimento
concentrado, sdo alimentados por um sistema pré-programado que liberta
automaticamente o alimento assim que deteta o brinco. Ao colocar a cabega no aparelho

o animal é identificado e ao mesmo tempo o ventilador comeca a funcionar de forma a
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aspirar o ar exalado. O sensor mede a quantidade de CO, e de CH4 e envia essas
medi¢cdes para o computador (Figura 4).

Figura 4: Camara respiratéria e sistema GreenFeed, utilizado nas instalacdes do INIAV-
Fonte Boa.
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Capitulo 2

Metodologia

Para alcancar os objetivos propostos realizou-se um ensaio com borregos em
crescimento, alojados individualmente. O ensaio teve a duragcdo de 5 semanas e
decorreu na Estacdo Zootécnica Nacional (EZN) atualmente o Polo de Inovacdo de
Santarém do INIAV (INIAV-Fonte-Boa), situado na Quinta da Fonte Boa, Vale de
Santarém. Este trabalho foi realizado na Unidade Estratégica de Investigacao e Servicos
de Producéo e Saude Animal, envolvendo os laboratérios de nutricdo e de tecnologia e
seguranca alimentar, as instalacbes para ovinos e o matadouro do ndcleo de Sistemas
e Técnicas de Producdo. O trabalho est4 integrado no projeto GEEBovmit — Mitigacdo
das emissBes de GEE na producdo de bovinos de carne — pastagens, forragens e
aditivos naturais (PRR-C05-i03-1-000027-LA3.4) atualmente em curso e coordenado
pelo INIAV-Fonte Boa.

Processo de recolha da alga e enriquecimento do 6leo com bromoférmio

A alga AT foi recolhida por uma empresa parceira do projeto ao largo da ilha do
Faial, Angustias, nos Acores em maio de 2022 pela empresa parceira do projeto
seaExpert. A alga foi recolhida por mergulho a uma profundidade entre os 3 a 6 m. Na
embarcacéo as algas foram drenadas e imersas em 6leo de girassol na proporcdo 50:50
(peso:volume) e acondicionadas em contentores de 150 L opacos. Foram levados para
terra onde permaneceram fechados durante 28 dias. Decorrido este periodo o 6leo
enriquecido em CHBr; (Denominado bromoil) foi separado da agua e da biomassa por
gravimetria e armazenado em garrafas opacas de 5 L, que foram enviadas para as
instalagdes do INIAV — Fonte-Boa. Foi retirada uma amostra representativa de todas as
barricas e obteve-se uma concentracdo média de 2,97 mg/mL de CHBrs. Segundo
Magnusson et al. (2020), a utilizag&do de 0Oleo vegetal, retém e previne a degradacao de

compostos bioativos, que através da volatilizacdo se pode perder.
Animais

Os animais utilizados neste ensaio foram 15 borregos machos e 3 fémeas
cruzados da raca Lacaune, nascidos em agosto de 2021 no efetivo da Quinta da Franca
(Caria - Covilhd) pertencente a Terraprima e desmamados a 2 de outubro de 2021.
Cerca de duas semanas apés o desmame os borregos foram transportados para as
instalacdes do INIAV-Fonte Boa. A chegada foram pesados e nessa altura foram
definidos 2 blocos para os machos de acordo com 0s pesos iniciais (PI) (i.e. alto Pl ou

baixo Pl) e um terceiro bloco com 3 fémeas, onde foram aleatoriamente distribuidos os
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3 tratamentos. Foi também aleatdria a atribuicdo dos tratamentos aos parques onde 0s
borregos foram alojados individualmente, com acesso permanente a agua limpa e com

cama de aparas de madeira.
Dietas

As dietas dos animais foram elaboradas com base num alimento composto,
farinado, cuja composicao em matérias-primas se apresenta natabela 1. A este alimento
base foi acrescentado diariamente o bromoil de modo a fornecer a quantidade de CHBr3
estabelecida para os 3 tratamentos: 0 mg/ kg MS (BO); 50 mg/ kg MS (B50); 100 mg/
kg MS (B100). As dietas foram misturadas num misturador de sem-fim com a
capacidade de 50 L. Na dieta BO foi misturado 6leo de girassol comercial sem CHBrsna

propor¢ao estabelecida (Figura 5).

Figura 5: Misturador experimental utilizado para uniformizar a distribuicdo do bromoil
no alimento base.

O alimento base era colocado no misturador e com o auxilio de proveta
volumétrica era colocado o volume pretendido de 6leo de girassol e ou de bromoil na
diluicdo estabelecida. Este procedimento era feito de forma lenta e faseada para evitar
a formacao de granulos. As dietas foram misturadas sequencialmente, iniciando-se com
o tratamento BO até ao B100, para reduzir o risco de contaminagdo com CHBrs.
Decorrido o tempo necessério para a mistura (em média 10 minutos) abria-se uma
vélvula na parte inferior do misturador e deixava-se escoar para um saco, sendo

imediatamente distribuida.
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Tabela 1. Composi¢cdo em matérias-primas da dieta base em percentagem da matéria
seca (MS)

Componente

Milho (%) 7,00
Cevada (%) 7,50
Trigo (%) 7,50
Polpa de citrinos (%) 7,50
Polpa de beterraba (%) 7,50
Casca de soja (%) 7,00
Bagaco de Soja (%) 10,00
Bagaco de Girassol (%) 3,15
Carbonato de Calcio (%) 1,40
Bicarbonato de so6dio (%) 0,80
Sal marinho (%) 0,45
Vitatec borregos (%) 0,20
Luzerna desidratada (%) 40,00

Diariamente as sobras eram recolhidas dos comedouros e eram pesadas. O
valor de sobras era subtraido a quantidade distribuida no dia anterior, obtendo-se assim
a ingestdo do dia anterior. Diariamente era distribuida uma quantidade de alimento
superior em 10% a quantidade ingerida no dia anterior, de forma a que houvesse sempre
sobras. Era ainda distribuido feno em todos os parques, numa proporcao de 10 % do

alimento concentrado.

Foram efetuadas recolhas de amostras destas dietas no inicio, no meio e no final
do ensaio para serem enviadas ao laboratério para analise. Os resultados estdo

apresentados na tabela 2.
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Tabela 2: Pardmetros quimicos da dieta base e feno calculados em amostras
compositas de 3 periodos diferentes (inicio, meio e final de ensaio).

Dieta base Feno
BO! B50? B100®
MS* (%) 87,4 87,3 87,3 89,4
MOS (% MS) 88,9 88,9 88,6 90,1
PB® (% MS) 15,0 15,9 15,6 6,0
GB’ (% MS) 3,6 2,7 4,10 0,9
FB8 (% MS) 19,6 19,8 19,8 39,4
NDF® (% MS) 44.3 43,8 43,7 74,9
ADF (% MS) 26,1 26,1 25,6 50,3
ADLM (% MS) 4,1 4,1 3,94 8,0
Agucar (% MS) 7,7 7,9 7,52 3,28
Amido (% MS) 16,9 16,1 17,8 2,03
Cinzas (% MS) 11,4 11,1 11,4 9,9
MS 72,5 74,5 73,1 42,8
Digestibilidade (%) MO 725 747 781 40.0

1B0: 0 pg CHBr3/g de MS substrato; 2B50: 50 pg CHBr3/g de MS substrato, 3B100: 100 ug
CHBr3/g de substrato MS, “Matéria seca, *Matéria organica, éProteina bruta, ‘Gordura bruta,
8Fibra bruta, °Neutral detergent fiber, 1°Acid detergente fiber, *Acid detergent legnine.

Maneio

Os animais permaneceram em parques com camas de aparas de madeira que
eram mantidas secas com nova aplicacdo sempre que necessario. Todos 0s parques
tinham &gua limpa em balde ou em bebedouro automatico. A area média de cada parque
era 1,25 m? e os animais estavam separados entre si com grades de metal que

permitiam o contacto visual e fisico (Figura 6).

Semanalmente (quarta-feira) todos os animais eram encaminhados para a

balanca para serem pesados.
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FIGURA 6: Aspeto geral das instalagdes onde decorreu o trabalho.

Abate

O abate decorreu em 2 datas diferentes (5, e 7 de dezembro) por forma a permitir
realizar o trabalho laboratorial subsequente. Os 9 borregos (3 por tratamento)
selecionados para cada dia foram transportados em reboque de transporte de gado para

o matadouro do INIAV- Fonte-Boa.

No matadouro os animais foram insensibilizados por eletronarcose e
imediatamente sangrados de acordo com a legislacdo do bem-estar e protecdo animal
(Regulamento (CE) n.° 1099/2009), legislado por Decreto-Lei n.° 113/2019). Apés a
esfola e evisceracgdo, as carcacas foram pesadas de forma a obter o peso da carcaca
quente (PCQ).

Logo que se procedeu a evisceracdo, o conteudo ruminal foi recolhido
individualmente, filtrado por quatro camadas de gaze e funil de porcelana e foi
transportado para o laboratério em garrafa térmica, onde foi utilizado como in6culo nos
fermentadores ANKOM para avaliagdo das emissfes de CHs associadas a cada
tratamento. Pesquisou-se por observacao visual o aparecimento de lesbes nas paredes

do rimen de todos 0s animais.

As carcacas foram mantidas em condic¢des de refrigeracéo (2 °C) e vinte e quatro
horas depois do abate efetuou-se a classificacdo visual das carcacas de acordo com a
grelha SEUROP (European Commission [EC], 2011) e com a grelha da EU para ovinos

ligeiros. As carcacas foram divididas em 2 metades segundo o eixo longitudinal e

20


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/PT/TXT/PDF/?uri=CELEX:32009R1099&qid=1616514426133&from=PT
https://dre.pt/application/conteudo/124044595

procedeu-se & desmancha das metades esquerdas de acordo com o corte descrito por
(Santos-Silva et al., 2002). Colheram-se as pecas correspondentes ao lombo para
determinacdo de parametros quimicos e doseamento de CHBrs. Depois de
determinados os parametros da cor no musculo Longissimus lumborum (LI), este foi
isolado e moido numa picadora de uso doméstico (Moulinex-123 A320R1, Group SEB
Portugal Lda, Lisbon, Portugal) (3 x 5 s). Parte da amostra de masculo foi embalada a
vacuo, conservada a - 20°C e enviada para o laboratdrio da Nutricdo Animal do INIAV-
Fonte Boa para determinacdo de parametros quimicos (MS, pH, proteina bruta (PB) e
gordura bruta (GB)). Outra porcdo de musculo foi conservada do mesmo modo e
enviada para a FMV-ULisboa para doseamento de CHBrs:. Nas metades direitas das
carcacas foi retirada a por¢éo correspondente ao lombo, que foi embalada a vacuo e

mantida a - 20°C até ser utilizada para a caracterizagédo dos parametros fisicos da carne
Métodos de andlise
Alimentos

Para a caracterizacdo dos alimentos fornecidos aos animais determinaram-se a
MS pela Norma Portuguesa (NP) International Organization for Standardization (ISO)
6496:2018, a cinza bruta pela NP ISO 5984:2014, o azoto total (N-total) pelo método
kjeldahl (NP norma europeia (EN) 1ISO 5983-2:2009), a GB pela NP ISO 6492:2014, a
fibra bruta (FB) pela NP EN ISO 6865:2009, a fibra em detergente neutro (NDF) pela
NP EN ISO 16472:2013, a fibra em detergente acido (ADF) e a lenhina em detergente
acido (ADL) pela EN ISO 13906:2008, o acucar e o amido pelo método de Clegg (1956)
e o pH foi pela NP 3441:2007.

A digestibilidade da MS e da MO das dietas foi determinada in vitro pelo método
Tilley and Terry (1961). As amostras foram previamente secas a 103 °C. Pesaram-se
0,5000g de cada amostra em duplicado para frascos com tampa equipada com valvula
de bunsen, que se colocaram em banho termostatizado a 38 °C. Fizeram-se solu¢cdes
de microelementos e de macroelementos, que foram misturadas nas quantidades de
5000 ml e 50 ml e depois com suco de rimen numa proporcao de 4:1 v/v para obter o
indculo de fermentacgéo. O suco de ramen foi obtido logo apés o abate de um novilho no
Matadouro Regional de Santarém, foi filtrado por 4 camadas de gaze para um funil de
porcelana e recolhido em garrafa térmica para ser transportado para o laboratério. Todo
este material foi mantido a 38 °C. Procedeu-se a incubag¢édo das amostras colocando 50
ml da mistura em cada tubo em banho termostatizado, saturou-se o meio com CO..
Decorridas 48h fez-se uma acidificacéo forte com 2 ml de &cido cloridrico (HCl)a5 N e

adicionou-se 50 ml de solug&o de pepsina &cida que atuou durante 48h. No fim deste
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periodo o contetdo de cada frasco foi filtrado com ajuda de dgua quente e vacuo para
um cadinho com placa filtrante n° 2. Levaram-se os cadinhos a estufa durante 12 horas
a 103 °C, pesaram-se e levaram-se a mufla a 550 °C durante 2 horas e pesaram-se

novamente.
Fermentacéo in vitro para obtencao do gas total

O gés total produzido através das fermentagcfes foi obtido com recurso ao
sistema de producdo de gas da ANKOM RF (ANKOM Gas Production System,
techology, NY, EUA). No matadouro recolheu-se individualmente suco de rimen de
cada borrego, que foi filtrado por quatro camadas de gaze e colocado em garrafa térmica
mantida a 39 °C. Foi de imediato levado para o laboratério no INIAV-Fonte Boa. Pesou-
se 1 g de MS da dieta correspondente ao animal dador para o respetivo frasco de
fermentagdo. Cada fermentador e seu duplicado correspondeu a um animal e & dieta
qgue consumiu durante o ensaio. Foi feita a mistura de suco de rimen e solu¢do tampéao
na proporgéo 1:2 (v/v). Nos fermentadores j& com a amostra foram colocados 90 ml da
mistura e 2 ml de solugdo redutora (Menke & Steingass, 1988) e saturou-se o meio com
CO.. A incubagéo fez-se em banho maria a 39 °C com agitacdo (50 rpm), durante 48
horas, sendo as leituras de gas registadas automaticamente, com intervalos de 20 min,
utilizando um software dedicado BacVis. A pressdo do gas foi convertida em moles de
gas usando a lei dos gases ideais e convertido em ml de gas produzido usando a lei de
Avogrado. No final de cada ciclo de incubacéo, recolheram-se amostras de gases do
headspace em seringa, de cada fermentador e analisado a quantidade de CHa4 por
cromatografia gasosa (GC) (HP6890A, Agilent, Avondale, PA, EUA) utilizando uma
coluna capilar (TG Bond Q 30 m x 0,53 mm x 20 um, Thermo Scientific) e detetor de
chama ionizada. A temperatura da coluna do GC foi mantida em 150 °C e as
temperaturas do injetor e do detetor foram 200 °C e 220 °C, respetivamente. Para cada
corrida injetaram-se 200 yL de gas, utilizando uma seringa, Pressure-lock precision
analytical syringe (Supelco, Bellefonte, PA, EUA, série A-2, 1 ml), considerando 5
réplicas por amostra (Santos-Silva et al., 2020). Na figura 7 estdo documentados alguns

dos passos desta determinacgéo
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FIGURA 7: Procedimento para a determinacdo das emissdes de gas e de metano no
sistema Ankom.

Determinac¢éo do bromoférmio no 6leo e na carne

A determinacdo da concentracdo de CHBr; foi feita através da adaptagdo do
procedimento relatado por Magnusson et al., (2020). Para a extra¢do do CHBrszno 6leo,
adicionou-se a 1 ml de 6leo, igual volume de CH, e 10 yL de padréo interno (Naftaleno
a 1 mg/ml), e apés agitacdo em vortex a mistura foi mantida a 4 °C, durante 2 horas. No
fim desse periodo, diluiu-se 50 pL da solugdo em metanol para um volume final de 5 ml
e transferiu-se 1 ml para um vial de cromatografia. Para a extragcdo do CHBrs; nas
amostras de carne, pesou-se 5 g de amostra para um tubo de vidro, adicionou-se 9,5
ml de metanol e 500 pL de padréo interno (Naftaleno a 10 pg/ml). A mistura foi colocada
nos ultrassons durante 15 min, e deixou-se repousar 72h, a 4°C. No final transferiu-se 1

ml para um vial de cromatografia.

A gquantificacdo do CHBrs em ambos os extratos foi realizada por cromatografia
gasosa acoplado a espectrometria de massa (GC-MS) utilizando um equipamento
Shimadzu GC MS QP2010-plus, com uma coluna capilar de silica fundida

(Supelcowax10, 30 m, 0,25 mm de diametro interno, espessura de filme de 0,20 ym,
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Supelco Inc., Bellefonte, PA, EUA) e em modo de selegao de ides (SIM) como descrito
por Sena et al., (2023). A concentracdo de CHBr;3 foi calculada a partir da area de pico
sobre a area do padrao interno e convertido em concentracao através da construcéo de
curvas de calibracdo na gama entre 1 e 45 ug/ml para o 6leo e 5 e 25 pg/ml para a

carne.
Composicdo quimica da carne
A determinacdo da MS na carne foi realizada através da NP 1614:2002.

O teor de PB foi calculado através da determinacdo do teor de azoto total,
seguindo a NP EN ISO 5983-2 ,que prevé a digestdo da matéria organica da amostra
por via humida com acido sulfarico em presenca de catalisador, seguida da alcalinizacéo
da solucao resultante por adicdo de solucao de hidroxido de sédio e posterior destilacdo
por arrastamento de vapor, recolha em acido borico e titulagdo do amoniaco libertado

com solugéo de HCL.

A GB foi determinada em musculo liofilizado através da adaptacdo do método
Folch et al., (1957), em que para o processo de extracdo se fez a substituicdo do

cloroférmio e o metanol (2:1, v/v) por diclorometano:metanol (2:1 v/v).
Cor da carne, perda de agua e forgca de corte

Para as determinacdes fisicas as amostras de carne foram descongeladas
durante 20 horas em refrigeragéo 2° + 1°C. A determinagéo da cor da carne foi realizada
com um colorimetro CR-400 (Konica Minolta, Japdo) com uma abertura de 10 mm de
didmetro e iluminante D65 e calibrado com um padréo branco. A cor foi avaliada depois
de 60 min de exposi¢éo ao ar, correspondendo o valor de cada parametro a média de 3
leituras, em 3 pontos diferentes da superficie da carne. A avaliagéo da cor foi feita no
sistema CIELAB em que L* corresponde a luminosidade, +a* ao indice de vermelho e
+b* ao indice de amarelo. A partir dos valores de a* e b*, determinaram-se ainda o indice
de saturacdo da cor, Chroma ((a? + b?)*) e a tonalidade, Hue (tan (b*/a*)) (American
Meat Science Association [AMSA], 2012).

Para avaliacdo da textura da carne, procedeu-se inicialmente a remocao do
musculo longissimus dorsi da coluna vertebral seguida da limpeza dos tecidos adiposos
envolventes. As amostras foram pesadas (PI) antes de preparadas em forno elétrico de
conveccao natural a 170 °C até atingirem 71°C no centro térmico da amostra. A
monitorizacdo desta temperatura foi realizada com termopares tipo T acoplados a um
termémetro Omega RDXL4SD (Manchester, EUA). Depois disso, as amostras foram

arrefecidas em agua corrente, secas com papel absorvente e de novo pesadas (PF). As
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perdas de peso determinaram-se como as diferengas nos pesos das amostras antes e
depois de cozinhadas e foram expressas como percentagem do Pl. Para determinar a
forca maxima de corte, as amostras foram cortadas paralelamente a direcdo das fibras
musculares (1x1x3 cm), 24 horas depois de cozinhadas, tendo sido mantidas em
condi¢cOes de refrigeracdo. Estas subamostras foram avaliadas num texturémetro TA-
XT2 (Stable Micro System, Surrey, Inglaterra) equipado com uma célula de carga de 30
kg e um dispositivo de corte Warner-Bratzler, e realizou o corte a uma velocidade de 2
mm/s, ao longo de 25 mm (Figura 8). As curvas foram analisadas, determinada a forca
maxima de corte expressa em N/cm?, e a média das 25 a 30 medicdes efetuadas por

amostra foi utilizada para analises estatisticas (Almeida et al., 2018).

Figura 8: Determinagdo da forga de corte em texturémetro.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Proc MIXED do SAS
(SAS Institute Inc., Cary, NC), utilizando nos modelos o peso como bloco (alto Pl e baixo
Pl), sendo o animal a unidade experimental. A homogeneidade das variancias foi
testada para P= 0,01, e quando significativas foram acomodadas no modelo utilizando
o0 comando “repeated group” do Proc Mixed.

O consumo de MS e dos nutrientes foi analisado com um modelo que considerou
medidas repetidas no tempo em cada animal com uma estrutura de covariancia
autorregressiva (AR(1)), que incluiu o tratamento e o bloco como efeitos fixos. O GMD
foi determinado individualmente por regressao linear e foi estudado por um modelo que

incluiu os efeitos fixos do tratamento e do bloco.
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Os resultados do ensaio in vitro foram estudados com um modelo que considerou
os dois fermentadores do mesmo borrego como subamostras, a dieta como um efeito
fixo e o dia do abate como um efeito aleatério. A estrutura de covariancia utilizada para
a subamostragem foi a simetria composta (CS), selecionada de acordo com os critérios
AICC.

O PVA e o peso da carcaca foram ajustados ao Pl num modelo que incluiu o
tratamento e o bloco como efeitos fixos. Os resultados do IC e dos parametros da
qualidade fisico-quimica da carne foram analisados por um modelo idéntico, mas sem

incluir o efeito da covariavel.

Em todos os modelos, quando o efeito do tratamento foi significativo (P < 0.05),
fez-se a comparacgdo das Médias dos Minimos Quadrados (LSMeans) para encontrar
as diferencas entre tratamentos. S8o estes os valores apresentados nos quadros,
associados ao Erro Padrdo da Média.
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Capitulo 3

Resultados

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados referentes ao crescimento,

ingestédo e IC. Quanto ao GMD, nao se encontraram diferencas significativas, sendo o

valor médio de 174,1 + 71,62 g. Como se esperava, a ingestdo de CHBrs refletiu a

diferenca nos niveis de suplementacdao e foi superior no tratamento B100. A ingestéo de

MS, PB, NDF, aclUcar e energia metabolizavel (EM), foi superior no tratamento BO,

sendo menor e semelhante entre os tratamentos B50 e B100. A ingestdo de GB foi
superior para o tratamento BO, seguido do B100 e do B50. A ingestdao de amido foi

superior para o tratamento BO, seguido do B50 e pelo B100. O ICMS nao foi afetado

pelos tratamentos.

Tabela 3: Efeito do nivel de inclusdo de CHBrz obtido por imersdo de Asparagopsis
taxiformis em éleo de girassol no ganho médio diario de peso, na ingestdo e no indice

de conversao de borregos.

Tratamentos EPM*  P-value®
BO! B502 B100°
GMD* (g/dia) 187,6 1656  152,0 31,92 0,725
Ingestao
CHBr3 (mg/dia) - 41,4 81,0 1,85 <0,001
MS7 (g/dia) 997" 8312 7982 23,6 <0,001
PB2 (g/dia) 159P 1402 1322 3,9 <0,001
GB?® (g/dia) 37.5° 23,42 29,8° <0,001
(0,94) (0,62) (0,94)
NDF (g/dia) 5262 436P 418° 12,2 <0,001
Acucar (g/dia) 176° 1392 1482 4,2 <0,001
Amido (g/dia) 80,8° 68,8° 62,8° 1,94 <0,001
EM (MJ/dia) 9,29° 7,952 7,482 0,224  <0,0001
ICMS?2 (3’8?31-) (3’888‘3‘) g'?g 0,544

1B0: 0 ug CHBrs/g de MS substrato; 2B50: 50 pug CHBrs/g de MS substrato, 38100: 100 ug CHBrs/g de
substrato MS, “Erro Padrdo da Média; Significancia; *Ganho médio diario; "Matéria seca; 8Proteina bruta;

9Gordura bruta; 1°Fibra detergente neutro; 1*Energia metabolizavel; 12 indice de convers&o da matéria seca.
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A tabela 4 apresenta os resultados do PVA, do PCQ e do rendimento da carcaca.
N&o houve diferencas entre tratamentos para o PVA e para o rendimento da carcaca,
com valores médios de 23,5 + 3,98 kg e 46,1 + 3,08 %, respetivamente. O PCQ foi
afetado pelos tratamentos (P=0,042), sendo menor com o tratamento B100 do que com
os tratamentos BO e B50, o0s quais entre si ndo apresentam diferencas significativas. O
valor obtido para o B100 foi menor do que o obtido para o BO, apresentando o B50 um
valor intermédio
Tabela 4: Efeito do nivel de incluséo de niveis crescentes de CHBr3 obtido por imerséo

de Asparagopsis taxiformis em 6leo de girassol no ganho médio diario de peso, no peso
ao abate e nas caracteristicas das carcacas de borregos.

Tratamentos
BO'  B50?  B100° EPM*  P-value®
PVA® (kg) 243 235 21,9 0,206
(0,90) (0,95) (0,90)
PCQ’ (kg) 11,4* 11,0 9,60 0,042
(0,44) (0,44) (0,469)
Rendimento (%) 46,6 458 44,9 1,36 0,683

1B0: 0 ug CHBra/g de MS substrato; 2B50: 50 ug CHBrs/g de MS substrato, 38100: 100 ug CHBrs/g de
substrato MS, “Erro Padrdo da Média; 5Significancia; 6Peso vivo ao abate; “Peso da carcaga quente.

Classificagdo da carcaca

A classificagdo das carcacas de borrego foi feita com base em duas grelhas
diferentes. Para as carcagas com peso inferior a 13kg utilizou-se a grelha da EU para
ovinos ligeiros (Regulamento (CE) N° 1249/2008), que corresponderam a 78% dos
animais. Destes, 50% foram classificados na classe B (7-10 kg) e 50% na classe C (10-
13 kg) quanto ao peso. Em relagéo a categoria, 57% foram de primeira categoria e 43%
de segunda categoria. Para as carcagas com mais de 13 kg, que corresponderam a
22% dos animais, utilizou-se a grelha SEUROP da UE para carcagas de ovinos (EC,
2011), que corresponderam a 22% das animais. Nesta grelha todas foram classificadas
na classe O quanto a conformacdo (Regular) e na classe 2 (magras) quanto ao

acabamento (Figura 9).
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Figura 9: Aspeto geral das carcacas dos borregos em ensaio.

A avaliacao visual da parede do riumen dos animais envolvidos no ensaio foi feita
imediatamente ap0s a evisceragdo, por um veterinario e docente na Faculdade de
Medicina Veterinéria (ULisboa), com larga experiéncia na observacdo e manipulagéo
deste tipo de material biologico. A observacao visual permitiu verificar que os rimen dos
animais pertencentes ao grupo BO ndo mostraram nenhuma alteragdo. Contudo, nos
animais pertencentes aos grupos B50 e B100, foram detetadas alteracdes da condigédo
normal do rimen em 50 % dos animais, localizadas na zona ventral. A gravidade dessas
alteracdes foi varidvel entre animais. Nalguns casos as alteragfes caracterizaram-se
pela diminuicdo da densidade das papilas e nos casos mais graves observaram-se
alteracBes do tipo proliferativo, com a formacédo de estruturas de aspeto espongiforme

em forma de cogumelos, conforme se pode observar nas figuras 10 A e B.
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Figura 10: Aspeto das alteracdes da mucosa do rumen proveniente de animais
alimentados com as dietas B50 e B100. Forma mais atenuada (A) e forma mais grave

(B).

Na tabela 5 sdo apresentados os resultados da degradabilidade da matéria
organica e dos parametros fermentativos analisados in vitro. A DMO (g/kg) e as
produgdes de gas total, incluindo ou ndo o CH4, ndo foram afetadas pelos tratamentos,
com valores médios de 73,6 + 8,52 %, 188,7 + 62,10 ml e 170,2 + 53,0 ml. As producdes
de CHa, expressas em volume total ou em percentagem do gas total, diminuiram com o
aumento da inclusdo de bromoil na dieta, com diferengas significativas entre
tratamentos. As producdes totais de gas, incluindo ou ndo o CH4, quando expressas em
ml/g MO degradada n&o foram afetadas pelos tratamentos, com valores médios de
312,8 + 127,15 e 283,1 + 109,70 respetivamente. A producdo de CHs expressa no
mesmo referencial foi afetada pelos tratamentos, sendo o valor obtido para o BO superior

aos obtidos para os B50 e B100 que ndo apresentaram diferengas entre si.

30



Tabela 5: Efeito do nivel de inclusdo de CHBr3; obtido por imersdo de Asparagopsis
taxiformis em Oleo de girassol na degradabilidade da matéria organica (DMO) e nos

parametros fermentativos in vitro individuais de borregos

Tratamentos
P-value®
BO? B50? B1003
DMO® (g/kg) 642 684 682 0,733
(6.2) (5.5) (6.3)
Producéo total de gés (mL) 211 159 202 0.152
(19,4) (18,6) (20,3) :
Producdo total de gas sem CHa4 (mL) 174 147 195 0.165
(16,9) (16,3) (17,6) :
Producgéo de CH4(mL) 36,8°¢ 11,8° 6,56 2 0005
(5.98) (2,34) (2,365) :
Producéo de CHs4 (% total) c b a
W dom o <0,001
Producéo total de gas (mL/g MO degradada) 363 260 331 0.270
(46,3) (42,3) (45,0) :
Producéao total de gas sem CH4(mL/g MO degradada) 302 241 321 0.346
(41,9) (38,3) (40,4) :
Producédo de CH4 (mL/g MO degradada) 61,3 1922 1062 0.016
(12,22) (3,75) (3,80) :

1B0: 0 ug CHBra/g de MS substrato; 2B50: 50 pug CHBrs/g de MS substrato, 38100: 100 ug CHBrs/g de

substrato MS, “Erro Padrédo da Média; ®Significancia; ®Degradabilidade da matéria organica.

A tabela 6 apresenta os resultados da composicdo quimica da carne e do pH,

obtidos ap6s a utilizagdo de CHBr3; nas dietas de borregos. O pH nao foi afetado pelos
diferentes tratamentos, com um valor médio de 5,52 + 0,063. A MS, PB e GB da carne

também nao foram diferentes entre tratamentos, com valores médios de 23,3 + 1,08 %

19,2+ 0,63 % e 2,42 + 0,847 %, respetivamente.
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Tabela 6: Efeito do nivel de inclusdo de CHBr; obtido por imersdo de Asparagopsis
taxiformis em Gleo de girassol no pH e na composi¢do quimica da carne de borregos.

Tratamentos
BO?! B50? B100® EPM* P-value®
pH 5,52 5,50 5,53 0,027 0,783
Macronutrientes
MSE (%) 23,7 23,0 23,3 0,45 0,561
PB’ (%) 19,3 19,1 19,2 0,27 0,875
GB? (%) 2,14 2,68 2,45 0,346 0,389

1B0: 0 pg CHBrs/g de MS substrato; 2B50: 50 pg CHBra/g de MS substrato, 3B100: 100 pg CHBrs/g de
substrato MS, “Erro Padrédo da Média; 5Significancia; éMatéria seca; "Proteina bruta; 8Gordura bruta.

Na tabela 7 sdo apresentados os resultados do efeito dos niveis de inclusédo de
CHBrs nas caracteristicas fisicas da carne. Ndo houve diferengas significativas para
nenhum dos paradmetros da cor da carne, com valores médios de 45,3 + 2,09, 16,0 +
1,32, 891 + 1,22, 18,3 + 1,67 e 29,1 + 2,04 para L* a* b* Chroma e Hue,
respetivamente. As perdas de agua e a forga de corte também néo foram afetadas pelos
tratamentos, sendo as médias de 33,8 + 5,69 % e 6,24 + 1,372 kg/cm?, respetivamente.
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Tabela 7: Efeito do nivel de inclusdo de CHBr; obtido por imersdo de Asparagopsis
taxiformis em 6leo de girassol nas caracteristicas fisicas da carne.

Tratamentos
BO?! B50? B1003 EPM*  P-value®

Cor
L*6 45,4 45,2 45,2 0,91 0,977
a*’ 16,1 15,1 16,7 0,49 0,103
p*8 9,10 8,28 9,33 0,492 0,311
Chroma® 18,5 17,2 19,2 0,63 0,130
Hueo°® 29,3 28,7 29,2 0,88 0,868
Perdas de agua (%) ?’1543 ai,g ?’32715) 0,379
Forca de corte (kg/cm?) 6,58 6,02 6,13 0,586 0,777

1B0: 0 pg CHBrs/g de MS substrato; 2B50: 50 pg CHBra/g de MS substrato, 3B100: 100 pg CHBrs/g de
substrato MS, “Erro Padréo da Média; 5Significancia; 6L* - Luminosidade; a* - indice vermelho/verde; 8b*-

indice amarelo/azul; °Chroma — Saturago; °Hue ° — Tonalidade.

Discusséo
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da utilizagdo de CHBrs; extraido da
alga AT nos parametros de crescimento, na qualidade das carcagas, nas emissfes de

metano in vitro e no estado sanitario de borregos em crescimento.

Tanto quanto é do nosso conhecimento, este foi o primeiro trabalho experimental
com borregos em crescimento em que se utilizou a suplementacdo de CHBr; veiculado
em Oleo, neste caso 6leo de girassol (bromoil). A grande parte das publicaces de
trabalhos anteriores referem-se a utilizacdo com AT liofilizada, como a forma de
suplementar a dieta de ruminantes com CHBr; para reduzir as emissoes de CHa4. Nos
trabalhos em que é indicado a concentracdo de CHBr3; na AT liofilizada, pode verificar-
se gue os niveis de suplementagéo foram muito inferiores aos que usdmos no presente
trabalho (Chagas et al., 2019; Black et al., 2021) utilizaram concentracdes de 20mg/kg
de MO). Black et al. (2021) refere que estas concentracdes (20mg/kg) ndo diminuiu a
digestibilidade do alimento, nem teve efeitos negativos no consumo da dieta ou na

fung&o ruminal. As concentragfes que utilizamos para a realizacéo deste trabalho foram
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baseadas na experiéncia adquirida pela nossa equipa em trabalhos realizados in vitro e
ja publicados (Sena et al., 2024). Nesse trabalho, concluiu-se que s6 com niveis de
suplementacdo acima de 75 mg de CHBrs/kg MS ha efeito na reducao das emissdes de
CH4 e que com 150 mg de CHBrs/kg a taxa de reducado é de 87%. Admitimos que 0s
niveis de suplementacdo em modelos in vitro, em que o suplemento é adicionado na
totalidade no inicio de um periodo de incubacédo de 48 horas, podera ser mais elevado
ao que sera necessario utilizar em condi¢des de producado, em que o aporte de CHBr3
ao meio ruminal é determinado pela dindmica da ingestao de alimento ao longo de 24
horas. Dai que tenhamos optado por um nivel de suplementacao de 100 mg/kg de MS

como nivel superior e um nivel intermédio de 50 mg/kg de MS.

A inclusdo de bromoil na dieta reduziu a ingestdo de MS, em 17 % para o
tratamento B50 e em 20 % para o tratamento B100. Esta diminui¢do na ingestdo de MS
determinou os resultados obtidos para a ingestdo dos diversos nutrientes. Varios
autores verificaram que a suplementagcdo com AT pode ter um impacte negativo nas
performances de crescimento dos animais, devido a um impacte negativo na ingestao
(Roque et al., 2020; Stefenoni et al., 2021). Muizelaar et al., (2021) num estudo de 22
dias com 12 vacas leiteiras alimentadas com uma deita basal onde incluiram a AT
liofilizada, numa mistura de dextrose, trigo, polpa desidratada de beterraba e agua
(Mistura de AT), em concentragdes de 679, 133g e 333g de MS (concentracdo de CHBr3
na AT de 1,26mg/kg MS) observaram a diminuicdo da ingestéo voluntaria de alimento e
a rejeicdo da alga quando misturada com o alimento fresco, levando & perda de
condigéo corporal. Contudo, noutros trabalhos a suplementa¢cdo com AT néo afetou a
ingestao. Li et al. (2016), ndo encontrou efeitos sobre a ingestdo nem sobre o peso vivo
final quando utilizou niveis de inclusdo de AT na dieta de 0, 13, 26, 58 e 80 g/dia,
correspondentes a uma concentrac¢ao de 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 e 3.0% da MO da dieta. N&o
esta referida a concentracdo de CHBr3 na alga. O ensaio teve a duracéo de 72 dias e
foi realizado com machos castrados cruzados de Merino. A AT foi oferecida depois de
seca em forno solar a 45 °C durante 72 horas, moida em particulas de 3 mm e misturada
com sementes de tremoco trituradas (veiculo transportador). No entanto, os autores
referem que houve animais que foram retirados do ensaio por recusarem as dietas
suplementadas com os niveis mais elevados de AT. Referem também que alguns
animais submetidos aos tratamentos com 0s niveis mais altos de suplementacdo nem

sempre consumiram todo o concentrado que lhes foi oferecido.

De acordo com nosso conhecimento, ha apenas um trabalho disponivel na
bibliografia em que foi utilizado um 06leo enriquecido em CHBrs; proveniente de

Asparagopsis armata (também pertencente ao grupo das algas marinhas vermelhas)
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como suplemento da dieta, neste caso de bovinos. Alvarez-Hess et al., (2024) realizou
um estudo com 39 vacas lactantes alimentadas com feno de ervilhaca oferecido ad
libitum e suplementadas com 480 mg de CHBr;/ dia, veiculado numa mistura com
cereais oferecido 2 vezes por dia durante a ordenha, que correspondeu a uma
proporcéo na MS total da dieta préxima de 17 mg de CHBr3/ kg. O estudo teve a duragao
de 32 dias e nesse periodo ndo houve diminuicdo da ingestdo nos animais
suplementados com CHBr3; Contudo, os autores referem que 0s animais suplementados
reduziram o consumo de concentrado e que durante o periodo de adaptacdo, ao
alimento alguns animais reduziram fortemente a ingestdo, tendo que ser retirados da
experiéncia. Esta diferente aceitacdo das dietas pelos animais, que se traduziu huma
variabilidade na ingestdo individual das dietas suplementadas com AT, que foi
observada pelos autores atras citados e também neste trabalho, pode ser atribuida a
menor palatabilidade das dietas com CHBr3, tal como foi sugerido por Stefenoni et al.,
(2021). No caso concreto do presente trabalho, durante e depois da preparacdo as
dietas suplementadas, B50 e B100, era evidente um odor intenso em resultado da
mistura do bromoil na dieta base. Foi também evidente a variabilidade individual na
reacdo dos animais as dietas suplementadas com CHBr3, j& que alguns iniciavam o
consumo logo apds a distribuicdo do alimento enquanto que outros mostraram pouca
recetividade ao alimento. Neste estudo, utilizaram-se dietas com elevada concentracdo
de CHBr3, 0 que podera tornar esta questdo ainda mais contundente. Eventualmente
com dietas de menor concentracdo, com maior incorporacao de forragens, a resposta

dos animais e a aceitacdo das dietas suplementadas possa ser diferente.

Apesar da reducédo da ingestdo em resultado da inclusdo de bromoil na dieta, o
GMD e o PVA néo refletiram esse efeito. No entanto, os resultados obtidos para o0 PCQ
mostraram que houve uma reducdo de cerca de 16 % no tratamento B100. O baixo
nuamero repeticdes considerado neste trabalho (n=5) associado a uma variabilidade
elevada nas taxas de crescimento talvez ndo tenham permitido evidenciar diferencas

nas taxas de crescimento e no peso ao abate dos animais.

As emissfBes de gases ndao foram medidas diretamente no animal, mas sim
através de ensaios laboratoriais in vitro, pelo que as conclusées do trabalho terdo de
considerar esta limitagdo. Contudo, para aproximar as condi¢des in vitro as in vivo,
nomeadamente ao rimen dos animais vivos, utilizou-se, para cada amostra de alimento
incubada no fermentador, suco de rimen retirado de um animal que, durante o ensaio,
consumiu o0 mesmo. O objetivo foi garantir que o indculo de liquido ruminal usado estava
perfeitamente adaptado ao alimento utilizado na incubacdo. De acordo com o0s

resultados obtidos esta forma de suplementacdo das dietas com bromoil foi eficaz,
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reduzindo substancialmente a produgédo de CH. ruminal em borregos em crescimento.
O CH, teve uma reducéo de 59% no tratamento B50 e 81% no tratamento B100, em
comparacao com a dieta controlo BO, (p < 0.001). O tratamento B100 produziu menos
30,24 mL de CH4 do que a dieta BO. Estes resultados confirmam a concluséo de Li et
al., (2016), de que ha uma relacdo dose-resposta para os diferentes niveis de inclusao
de CHBr; na reducdo da metanogénese em ovinos. O mesmo autor refere que a
inclusdo de 3% de AT liofilizada na MO reduziu em 80% a producédo de CH4 ao longo
de 72 dias. Alvarez-Hess et al., (2023) num estudo ja referido anteriormente também
obteve reducdes de CH.4 entérico. O que vai ao encontro dos resultados obtidos neste

estudo.

Os restantes parametros obtidos nas fermentagdes in vitro indicam que apesar
da reducao da producédo de CH4 a fermentacéo nao foi afetada. Essa é a conclusao que
se pode tirar do facto da producao total de gas com inclusdo de CH4 ou sem inclusédo
do CH4 e a DMO nao terem sido afetadas pelos tratamentos, o que esta de acordo com
o que foi referido em trabalhos anteriores realizados in vitro (Machado et al., 2014).
Segundo Sena et al. (2023), altas taxas de CHBr; podem diminuir a atividade microbiana
e a producdo de AGV, Apesar de neste estudo a produgdo dos AGV néo ter sido
determinada, os resultados obtidos para a producéo total de gas e para a DMO néo

sustentam esta hipotese.

Os tratamentos ndo afetaram as caracteristicas quimicas determinadas na carne
de borrego. Apesar de neste estudo terem sido utilizados borregos de raca Lacaune, 0os
resultados obtidos estdo de acordo com trabalhos anteriores conduzidos no INIAV-
Fonte Boa com animais de outras racas, mas em condi¢cdes de producédo idénticas e
dietas semelhantes (Francisco et al, 2020; Santos-Silva et al, 2019). Os valores de GB
sao inferiores a 5 %, pelo que correspondem a uma carne magra, de acordo com a
classificacdo do Food Advisory Comittee (1990). Os valores determinados para o pH
estdo dentro dos valores normais para carne depois de atingir o rigor mortis (Lawrie,
2006).

A cor da carne é um fator importante que influencia a aceitacdo e a deciséo de
compra do consumidor. Os valores de L* e a* ndo foram afetados pelos tratamentos e
em média foram de 45,3 e 16,0 respetivamente. Segundo Khliji et al. (2010), que
realizaram um estudo no qual participaram 541 consumidores em duas cidades da
Australia para avaliar a relacdo entre a aceitabilidade e a cor da carne de borrego,
concluiram que valores de L* acima de 34 e de a* acima de 9,5 correspondem a carnes

com boa aceitacdo pelo consumidor. Os resultados obtidos neste estudo estdo bem
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acima destes limiares, 0 que sugere que a cor ndo tenha qualquer implicagdo na

aceitacdo das carnes que foram produzidas.

A forca de corte apresentou valores acima do esperado. Francisco et al. (2020),
relata valores médios de 3,23 kg/cm? para animais cruzados de Merino Branco num
ensaio em que utilizaram dietas completas com 40 % de incorporacdo de luzerna e
Santos-Silva et al. (2019) determinaram uma forca de corte média de 2,68 kg/cm?, num
ensaio com borregos cruzados de Merino branco. Os valores mais elevados
encontrados neste trabalho poderdo estar relacionados com o processamento das
carcagas apés o abate nos diferentes ensaios. Nos trabalhos referidos as carcacas
foram mantidas durante 24 horas em camara de refrigeracéo a 12 °C antes de serem
refrigeradas a 2 °C. No presente trabalho, as carcacas foram diretamente refrigeradas
numa camara de 2 °C. Este procedimento podera ter determinado o encurtamento pelo
frio, principalmente dos musculos mais superficiais da carcaga, devido ao arrefecimento
rapido em condicdbes de pH elevado, o que resulta numa menor tenrura e

consequentemente uma maior forga de corte (Lawrie, 2006).

A utilizagdo do bromoil, nos niveis de suplementacdo que foram utlizados neste
trabalho, revelou ndo ser in6cua para a saude dos animais. A observacao visual da
mucosa ruminal dos animais logo apés o abate, revelou a presenca de alteracdes da
zona inferior do saco ventral em 50 % dos casos nos grupos submetidos aos
tratamentos B50 e B100. Este facto ja tinha sido relatado por Muizelaar et al. (2021),
que verificou anormalidades na parede ruminal de vacas leiteiras suplementadas com
AT. A gravidade das situacdes foi variavel, surgindo casos em que houve regides com
auséncia ou diminuicdo da dimensdo normal das papilas e nos casos mais graves
verificou-se a presenca de estruturas proliferativas, com aspeto que lembra cogumelos
espongiformes. No conjunto da bibliografia disponivel encontramos em dois trabalhos a
referéncia a alteracdes da parede do ramen, compativeis com as que foram agora
observadas, um deles realizado com bovinos leiteiros (Muizelaar et al., 2021) e outro
em ovinos (Li et al., 2016). Segundo Li et al. (2016), num exame macroscopico realizado
a 12 animais foi detetada uma extensa area de proliferacdo nodular com descoloracao
branco-amarelada com embotamento das papilas ruminais. Esta alteracdo foi evidente

em 5 animais, todos eles suplementados com AT liofilizada.

A sensibilidade dos animais a toxicidade do CHBr; parece nao ser uniforme, ja
gue s6 metade dos animais revelaram alteracdes macroscépicas da mucosa do ramen.
Poderao haver fatores genéticos associados ao animal ou ao microbioma ou a ambos

gue determinem uma maior ou menor resisténcia a agentes quimicos, neste caso ao
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CHBrs. Estas alteragdes no rimen que ndo foram sistematicas e surgiram em metade
dos animais suplementados, certamente também terdo contribuido para os efeitos
encontrados ao nivel da ingestdo nomeadamente para a reducdo do grupo e para a

variagdo no consumo individual em animais sujeitos ao mesmo tratamento.

Concluséao

Com base no estudo realizado in vitro, podemos concluir que:

1. A inclusdo de CHBrz nas dietas diminuiu as emissbes de CH4, sendo a
reducao superior a 80 % quando a inclusdo de CHBr3 foi de 100 mg/kg MS.
2. A producdo de gas total manteve-se estavel em todas as dietas, que indica

gue as fermentacdes ruminais e a atividade microbiana néo foram afetadas.

Este estudo ndo permitiu concluir que a suplementacdo com bromoil até 100 mg
| MS da dieta tenha diminuido a taxa de crescimento, mas reduziu a ingestéo para niveis
de suplementacdo de CHBrs; de 50 mg/kg MS, o que sugere que niveis de

suplementacdo desta ordem possam diminuir o desempenho produtivo dos animais.

A suplementacdo com bromoil ndo afetou a qualidade das carcagcas ou 0s
parametros fisico-quimicos da qualidade da carne e ndo foram encontrados residuos de

CHBrsz na carne.

A suplementacdo com bromoil resultou em altera¢cdes da mucosa ruminal com
gravidade variavel entre animais, independentemente do nivel de inclusédo de CHBrs.
Os resultados sugerem que haja uma elevada variabilidade individual na tolerancia ao
CHBr3; e que a suplementacdo com 50 mg / kg MS da dieta resulte num risco para a

salide dos animais.

Como perspetivas futuras a utilizagdo do bromoil podera ser uma alternativa
vélida para a reducdo das emissbes de CHs na fase de engorda de borregos e
eventualmente também de novilhos. Contudo, este trabalho revelou que este
suplemento ndo pode ser utilizado sem riscos para 0 bem-estar e salde dos animais
com perda de produtividade. Ha que encontrar alternativas ao procedimento seguido

neste trabalho que evitem ou minimizem estes aspetos.

A dose mais baixa de inclusdo de CHBrz (50 mg/kg MS) resultou numa

diminui¢@o proxima de 60 % das emissdes de CH., mas surgiram lesdes da mucosa do
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riumen em 50 % dos borregos submetidos a este tratamento. A dieta utilizada foi uma
dieta de elevada densidade, o que podera justificar o facto das lesdes se terem

localizado na regido ventral do ramen.
Como perspetivas futuras, pode considerar-se:

1. A realizacdo de novos testes com niveis mais baixos de CHBrz para
verificar qual o efeito na redugcdo das emissdes do CH4 e no estado

sanitario dos animais, procurando encontrar um equilibrio dose/reposta;

2. Encontrar uma forma de desodorizac¢ao do bromoil, como forma de atenuar

0s problemas na ingestao;

3. Testar o efeito da dieta nos resultados, recorrendo a dietas com elevada

incorporacao de forragem em trogos longos;

4. Testar o efeito da espécie nos resultados da suplementagcédo com CHBrs,

nomeadamente da espécie bovina;

6. Testar técnicas da suplementacdo em que a libertacdo CHBr3; seja lenta e

prolongada como forma de reduzir o efeito no ramen.
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