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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho estimar o valor nutritivo do pseudofruto de cinco clones de
cajueiro e de dietas para ovinos contendo diferentes niveis de inclusdo de pseudofruto de clones
de cajueiro, a partir de parametros de degradacdo e fermentacdo ruminal e de digestibilidade
intestinal. Utilizou-se a técnica in vitro semi-automatica de producéo de gases e de trés estagios.
As amostras avaliadas foram incubadas com meio nutritivo e inoculo ruminal. As leituras de
pressdao foram realizadas em horarios pré-estabelecidos para cada ensaio. Os pseudofrutos
CCP1001, BRS189 e CCP76 resultaram em maior degradacdo da matéria organica (DMO),
porém os BRS189 e CCP1001 apresentaram maior matéria organica verdadeiramente degradada
(MOVD). O pseudofruto BRS189 apresentou 0s maiores valores para os parametros de
fermentacdo ruminal. O pseudofruto de clone de cajueiro BRS189 apresentou maior
degradabilidade potencial (A+B) da MO. Os pseudofrutos dos clones BRS189 e CCP1001
proporcionaram maior degradabilidade efetiva (DE) com taxas de passagens de 2% e 5%. Menor
DE foi observada para o clone CCP06 a 2%/h. As dietas DBRS189-15% e DBRS189-30%
apresentaram maior DMO, porém a dieta DBRS189-15% apresentou maior MOVD. A DCCP06-
15% apresentou maior PDR, porém ndo houve diferencas entre as dietas para a PDI. Os
pseudofrutos BRS189 e CCP1001 mostram-se superiores, com destaque para 0 BRS189. As
dietas DBRS189-15% e DBRS189-30% apresentam-se como as mais promissoras.
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Nutritive value of pseudofruit of cashew clones for sheep.

ABSTRACT

This study aimed to estimate the nutritive value of the pseudofruit of five cashew clones
and sheep diets containing different levels of inclusion of pseudofruit of cashew clones, based on
parameters of rumen degradation, rumen fermentation and intestinal digestibility. The in vitro
semi-automated gas production technique and the three-stage technique were used. The tested
samples were incubated with nutritive medium and inoculum (rumen liquor). Pressure readings
were taken at pre-set times for each test. The pseudofruits of CCP1001, BRS189 and CCP76
presented greater organic matter degradability, however, BRS189 and CCP1001 presented
higher organic matter truly degraded. The BRS189 pseudofruits presented the highest values of
rumen fermentation parameters. The BRS189 pseudofruits also showed the highest organic
matter potential degradability (A+B). The BRS189 and CCP1001 pseudofruits had the greatest
effective degradability (ED) with passage rates of 2% and 5%. The lowest ED was observed for
the clone CCP06 at 2%/h. Diets DBRS189-15% and DBRS189-30% had the greatest OM
degradability, and the diet DBRS189-15% also presented the highest OM truly degradability.
Diet DCCP06-15% showed the highest protein degradability in the rumen, and there were no
differences between diets for the post-rumen protein degradability. BRS189 and CCP1001
pseudofruits seem to be better than the other clones, especially the BRS189. Diets DBRS189-
15% and DBRS189-30% are the most promising diets.
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1. INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), planta originaria do Nordeste do Brasil, encontra-
se disseminado em quase todos 0s paises tropicais, sendo cada vez maior o interesse em sua
exploracdo econdmica, notadamente nas regides agricolas menos desenvolvidas, principalmente,
pela geracdo de emprego. No Pais, o aproveitamento do peddnculo de cajueiro reside na sua
transformacdo em produtos variados como sucos, sorvetes, doces diversos (compota,
cristalizado, massa), licor, mel, geléias, cajuina, refrigerantes gaseificados e aguardente.
Entretanto, o principal objetivo da exploracdo do cajueiro tem sido a obtencdo da castanha, de
cujo beneficiamento resulta a améndoa. Dessa pratica resulta grande quantidade de pedinculo
que, ndo sendo aproveitada, é abandonada no campo. Desse modo, a maxima utilizacdo do
pedunculo de cajueiro é de suma importancia, tanto para formulacdo de dietas como para

preservacdo do meio ambiente.

Esta cultura apresenta potencial de utilizacdo na alimentacdo animal (AZEVEDO et al.,
2009; DANTAS FILHO et al., 2007; NUNES et al., 2007) e sua producdo concentra-se no
periodo seco do ano que coincide com a entressafra de culturas alimentares (HOLANDA et al.,
1996) e elevados precos de grdos e de concentrados. Assim, a utilizacdo do pedinculo do caju na
alimentacdo animal tornaria possivel a reducdo nos custos de producdo animal e seria mais uma
alternativa alimentar para ruminantes. Todavia, 0s conhecimentos sobre a utilizagdo desta cultura
na alimentacdo animal sdo ainda bastante empiricos, tornando-se necessario o estudo do valor

nutritivo do pseudofruto de cajueiro visando sua recomendacao para alimentacdo de ruminantes.

Na caracterizacdo nutricional do pseudofruto de cajueiro, além de sua composicao
bromatologica, a obtencdo dos parametros de degradacdo ruminal da matéria organica e matéria
orgénica verdadeiramente degradavel, da degradacdo ruminal e intestinal da proteina bruta, dos
produtos da fermentacdo ruminal (&cidos graxos de cadeia curta, de metano, de nitrogénio
amoniacal, populacdo de protozoarios) e dos parametros cinéticos de fermentacdo e de
degradacdo ruminal sdo de fundamental importancia, uma vez que estes estdo relacionados com
0 desempenho animal. Por meio da técnica in vitro semi-automética de producdo de gases, é
possivel determinar a cinética de fermentacdo e de degradagdo ruminal de um alimento ou
nutriente especifico, estimar a producdo de &cidos graxos de cadeia curta, metano, nitrogénio
amoniacal, fator de particdo e populacdo de protozoarios, alem de verificar o efeito de fatores
antinutricionais presentes nos alimentos (CLIPES et al.,, 2010; SALLAM et al., 2009;
ABDALLA et al., 2008; BUENO et al., 2005; CABRAL FILHO et al., 2005). Pela técnica de
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trés estdgios, proposta por Calsamiglia e Stern (1995), é possivel estimar a digestibilidade de

componentes nutricionais ndo-degradados no rimen (BERAN et al., 2007).

1.1.  Pseudofruto do cajueiro na nutri¢do animal

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertence a familia Anacardiaceae, a qual inclui
arvores e arbustos tropicais e subtropicais. Esta familia possui cerca de 60 géneros e 400
espécies (MENEZES e ALVES, 1995). E constituido da castanha, verdadeiro fruto, e do

pedunculo hipertrofiado, pseudofruto.

Na natureza existem dois tipos de cajueiros bem definidos em relagdo ao porte
denominados comum e ando. O cajueiro comum possui porte elevado com altura que varia de 8 a
15 m e envergadura da copa que chega a atingir 20 m. Sua capacidade produtiva individual é
muito variavel, com plantas que produzem menos de 1 kg até cerca de 180 kg de castanha por
safra. Apresenta grande variabilidade no peso do fruto, que vai de 3 a 33 g, com peso do
pedinculo variando de 20 a 500 g. A idade minima de estabilizacdo da producdo das plantas é
superior a 8 anos. O cajueiro ando, também conhecido por cajueiro de seis meses e ando precoce,
caracteriza-se pelo porte abaixo de 4 m de altura, copa homogénea com variacdo no tamanho de
5a 6,5 m e inicia o florescimento entre 6 e 18 meses. O peso do fruto nas populacfes naturais
varia de 3 a 19 g e o do pedunculo de 20 a 160 g, o que significa dizer que sdo caracteristicas
com menor variabilidade. Sua maxima capacidade produtiva registrada, em Pacajus, CE, foi de
43 kg de castanhas/safra/planta, entretanto, possui maior potencial produtivo por unidade de
area, em relacédo ao cajueiro comum, em funcdo das vantagens de porte e precocidade, desde que
explorado de forma adequada (BARROS et al., 1998).

Vérias pesquisas foram desenvolvidas para obtencdo de gendtipos de cajueiro que
permitissem ndo sé o aumento de produtividade, como também a melhoria na qualidade do
produto final. O processo de melhoramento genético realizado no cajueiro ando precoce no
Brasil teve inicio em 1965 no Campo Experimental de Pacajus, atualmente pertencente a
Embrapa. Constou de uma selecdo fenotipica individual, seguida do controle anual da produgéo
nas plantas selecionadas. Essa metodologia permitiu o langcamento comercial dos clones CCPO06,
CCP76, CCP09 e CCP1001. Posteriormente, novos procedimentos metodologicos, como o

método do policruzamento, selecdo entre e dentro de progénies e hibridacdo inter e
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intraespecifica, resultaram na obtencéo dos clones EMBRAPA 50, EMBRAPA 51, BRS189 e
BRS226 (PAIVA e BARROS, 2004).

Os clones de cajueiro do tipo ando precoce tém proporcionado grande impulso a cultura do
caju no Brasil, por apresentarem maior produtividade, maior precocidade, porte reduzido,
facilitando a colheita manual do pedinculo, uniformidade e elevado rendimento da castanha e do
pedinculo (CAVALCANTE et al., 2000; BARROS e CRISOSTOMO, 1995).

No Brasil, a cajucultura possui uma area cultivada de 754.863 ha, proporcionando uma
producdo de 105.886 toneladas de castanha e mais de 952.974 toneladas de pedunculos por ano.
O cultivo desta cultura é uma atividade de grande importancia sécio-econdmica para a regido
Nordeste do Brasil, responsavel por 100% da exploracdo econémica do cajueiro, principalmente,
nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui (IBGE, 2010). A améndoa é muito apreciada,
constituindo, juntamente com o liquido da casca da castanha (LCC), o principal produto de
exportacdo. Entretanto, o aproveitamento do peddnculo (pseudofruto) ainda é insignificante em
relacdo a quantidade de matéria-prima disponivel (AGOSTINI-COSTA et al., 2004).

O pseudofruto de cajueiro apresenta potencial de utilizacdo na alimentacdo animal
podendo ser utilizado tanto o residuo descartado pela industria, resultante da extracdo do suco,

como os pseudofrutos que ndo foram aproveitados durante a colheita da castanha.

O residuo da industria de sucos de caju contém de 30 a 35% de umidade e pode ser
utilizado diretamente na alimentacdo animal (HOLANDA et al., 1996). No entanto, o produto
final apds secagem apresenta maior contelldo proteico que o caju seco no campo, com até 14,8%
de PB. Segundo esses autores a utilizacdo de residuos agroindustriais de caju para bovinos tem
sido feita em quantidades superiores a 50% na formulacdo de concentrados, obtendo-se um

produto com cerca de 18% de PB.

Em estudos realizados por Furusho et al. (1997), avaliando o desempenho de cordeiros
Santa Inés terminados em confinamento com dieta contendo pedunculo do caju, observaram que
0 pedunculo de caju seco possui grande potencial para ser utilizado como ingrediente em racdes.
Dantas Filho et al. (2007) constataram que para o ganho médio diario de ovinos em terminagéo,
a polpa de caju desidratada pode ser incluida na dieta em niveis de até 30%, nivel que

proporcionou o melhor retorno econémico.

Segundo Borges et al. (2001), o uso do pseudofruto seco do cajueiro em substituicdo aos

componentes tradicionais dos concentrados ndo alterou o consumo de matéria seca, consumo de
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proteina bruta, ganho de peso e conversdo alimentar podendo ser utilizado nos niveis de até 45%

como meio de reduzir os custos de producao.

Determinando o valor nutritivo de silagens de capim-elefante com adicdo de bagaco de
caju, Ferreira et al. (2004) verificaram que o bagaco de caju pode ser utilizado como aditivo na
ensilagem de capim-elefante, melhorando as caracteristicas fermentativas da silagem, com
elevacdo no teor de PB e reducdo dos teores de FDN. Os mesmos autores recomendaram a
adicdo de até 47,7% e 37,5% do bagaco de caju para se obter o nivel maximo de PB e o menor
nivel de FDN, respectivamente. Entretanto, Dantas Filho et al. (2007) verificaram que a inclusao
de polpa de caju desidratada em ragdes para ovinos em terminacdo reduziu a retencdo de
nitrogénio e afetou negativamente a digestibilidade dos nutrientes (MS, MO, PB, FDN e FDA).

Avaliando a dindmica de fermentacdo do pseudofruto de cinco clones de cajueiro, Azevedo
et al. (2009) verificaram que os pseudofrutos dos clones de cajueiro CP06, CP09,CP76, CP1001
e BRS189 apresentaram potencial para uso na alimentacdo de ruminantes por serem de boa
qualidade fermentativa.

1.2. Técnica in vitro semi-automatica de producéo de gases

A procura por métodos acurados, simples e rapidos para estimar o valor nutritivo dos
alimentos tem sido objetivo de investiga¢fes na nutricdo de ruminantes (PELL e SCHOFIELD,
1993). Diversas técnicas sdo utilizadas na andlise dos mais variados tipos de alimentos
fornecidos aos ruminantes, sendo a técnica in vitro semi-automatica de producdo de gases cada
vez mais utilizada, pois esta apresenta grande potencial em descrever a cinética de fermentacéo e
de degradacédo ruminal, determinar a producéo de acidos graxos volateis, nitrogénio amoniacal,
metano e populagdo de protozoarios, além de verificar o efeito de fatores antinutricionais
presentes nos alimentos (CLIPES et al., 2010; SALLAM et al., 2009; ABDALLA et al., 2008;
BUENO et al., 2005; CABRAL FILHO et al., 2005; GETACHEW et al., 2005).

As maiores vantagens da técnica in vitro semi-automatica de producdo de gases sdo a
praticidade de se medir a producdo de gases, apresentando alta acurdcia nas medigdes,
simplicidade no manuseio de equipamentos, baixo custo na implantagdo, uso de pouco ou
nenhum animal canulado, utilizacdo de pequena quantidade de amostra, permitindo que um

maior numero de alimentos seja avaliado ao mesmo tempo, apresentar comprovado potencial em
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descrever a cinética de fermentacdo e de degradacdo ruminal e medir produtos da fermentacéo
(MAURICIO et al., 2003).

No entanto, a maioria dos métodos in vitro pode apresentar falhas quando néo se utiliza
adequadamente o indculo, os tampdes ou 0s equipamentos que garantam as condi¢cdes de pH,
anaerobiose, nimero de microrganismos e nutrientes essenciais para os mesmos (MALAFAIA et
al., 1999). A principal desvantagem do meétodo in vitro é a de ndo reproduzir o ambiente in vivo.
Entretanto, esta desvantagem pode reverter-se, quando 0s objetivos do ensaio sdo o0s de
determinar as propriedades intrinsecas do alimento avaliado, pois as condic¢des in vitro podem
ser controladas de maneira a prevenir as flutuacdes fisico-quimicas do ambiente, o que permite
isolar a caracteristica de interesse do alimento, de modo que esta seja a varidvel limitante para o
estudo de degradacdo (MERTENS, 1993). Outra desvantagem encontrada neste método € o
baixo peso da amostra a ser incubada, o que dificulta a homogeneidade do material (SANTOS et
al., 2003).

O principio da técnica in vitro de producdo de gases consiste em colocar amostras de
alimentos a serem testados em contato com o indculo microbiano ruminal, uma solucdo de macro
e microminerais e uma solugcdo tampdo em frascos de fermentacdo com temperatura de 39°C
(BUENO et al., 2005). Para mensuracdo dos gases produzidos no interior destes frascos utiliza-
se um transdutor digital de pressao e as leituras sdo realizadas em tempos pré-estabelecidos. A
estimativa do perfil de degradacdo dos alimentos € feita através da analise do material residual
(THEODOROU et al., 1994).

1.3. Fator de particao (FP)

O fator de particdo (FP), que é a razdo entre a matéria orgénica degradada e o volume
cumulativo de gases produzido pela fermentacdo, € um indicador de eficiéncia de sintese
microbiana (BLUMMEL et al., 1997). Maiores valores para o FP indicam que mais matéria
organica € degradada e incorporada na massa microbiana por mL de gases produzido
(MAKKAR, 2004). De forma contraria, menor FP indica uma maior producdo de gases que se
reflete em menor eficiéncia do processo fermentativo, com aumento na producdo de CO; e
metano (BLUMMEL et al., 1997). De acordo com Makkar (2004), o FP deve variar de 2,74 a

4,41 mg de matéria organica degradada/mL de gases produzido.
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Avaliando a eficdcia do 6leo de eucalipto sobre a fermentagdo ruminal e producdo de
metano in vitro, Sallam et al. (2009) obtiveram valores de FP de 4,97 e 6,92 DMO/mL com
adicdo de 100 e 150 pL de 6leo de eucalipto, respectivamente. Segundo 0s mesmos autores esses
altos valores de FP indicam que a solubilizacdo do alimento contribuiu para a baixa degradacao
da matéria seca, contribuiu para a producdo de gases e inibicdo da fermentacdo ruminal.

Em estudo realizados por Abdalla et al. (2008), avaliando a utilizacdo de subprodutos da
industria de biodiesel na alimentacdo de ruminantes, observou-se correlacdo negativa (P <0,05)

entre o fator de particdo e a producdo de metano (y=-3,05x + 24,68, r*=0,535).

Os alimentos que apresentam alta degradabilidade verdadeira in vitro e baixa producéo de
gases apresentam fator de particdo mais elevado, maior consumo pelos animais, maior eficiéncia
de sintese microbiana, menor producao de CO,, CH4 e maior producdo de acidos graxos de
cadeia curta (Blummel et al., 2005; Makkar, 2004).

1.4. Metano (CHy)

O metano € reconhecido como um potente gas de efeito estufa e a sua producdo pelos

animais ruminantes contribui com aproximadamente 15 % do fluxo de CH4 atmosférico global.

Segundo @rskov e Ryle (1990), os ruminantes, devido ao processo digestivo de
fermentac&o entérica, sdo reconhecidos como importante fonte de emissdo de metano (CH,4) para
a atmosfera. A grande liberacdo de metano tem se tornado uma das principais preocupacfes

quanto a reducdo das perdas energéticas pelos ruminantes.

No sistema produtivo de ruminantes, nutricionistas depararam-se com o desafio de
desenvolver estratégias para atenuar a producdo de metano (MCALLISTER et al., 1996; PATRA
et al., 2006), possibilitando menores perdas energéticas e consequente melhoria na produtividade
animal. Portanto, a implementacdo de préticas de manejo visando melhorar a produtividade
animal, como a reducdo da emissdo de metano, € de grande relevancia para os sistemas de
producdo animal e preservacdo do meio ambiente. Assim, € de suma importancia o
conhecimento dos mecanismos de sintese de metano, bem como os fatores que afetam sua

producdo.

A metanogénese € parte do processo digestivo normal dos herbivoros ruminantes e ocorre

principalmente no ramen. A fermentacdo ruminal dos alimentos € um processo anaerobio que
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converte os carboidratos (estruturais ou ndo estruturais) em &cidos graxos de cadeia curta (&cido
acetico, propionico e butirico, principalmente). Devido a esse processo metabolico, produz-se
calor, que é dissipado como calor metabolico pela superficie corporal, didéxido de carbono (CO,)

e metano (CHy), que entdo séo eliminados durante a eructagdo (LANA et al., 1998).

Durante o processo de fermentacdo, a producdo de acido acético e butirico envolve a
liberacdo de grande quantidade de H,. Bactérias metanogénicas presentes na microbiota ruminal,
utilizam H; e CO, para produzir metano (WOLIN et al., 1997). Por outro lado, no processo
fermentativo onde o produto resultante é o acido propionico, ha “captura” de H, do meio,
resultando-se em uma relagdo inversa altamente significativa entre propionato:metano
(WHITELAW et al., 1984).

A relacdo volumoso:concentrado pode influenciar a fermentacdo ruminal, sendo esperado
menor propor¢do de metano com o aumento da proporcdo de concentrados na racdo (PEDREIRA
et al., 2005). RacOes ricas em grdos e/ou a adicdo de carboidratos solUveis influenciam os
parametros fermentativos no rimen, com o0 aumento da taxa de passagem, reducdo do pH e
eliminacdo ou inibicdo de algumas populacbes de protozoarios ciliados e bactérias
metanogénicas (VAN SOEST, 1994).

Pereira et al. (2006) realizaram estudos sobre a influéncia do manejo da producéo animal
sobre a emissdo de metano em bovinos de corte e concluiram que as diferencas existentes quanto
a porcentagem de metano e gas carbdnico no total de gases produzido pelas categorias se devem
a dois fatores: as caracteristicas bromatoldgicas do alimento, onde ingredientes fibrosos e com
maior teor de lignina produziram mais metano do que alimentos com baixa fibra e taxa de
fermentacao rapida e as caracteristicas ingestorias, como taxa de ingestdo e taxas de passagem
que acabam por proporcionar diferencas nas interacbes microbianas, ocasionando diferengas de

fermentacéo.

Abdalla et al. (2007) observaram correlacdo positiva entre teor de tanino de plantas
taniniferas e reducdo na producdo de CH,. Este possivel efeito do tanino de plantas tropicais
sobre a reducdo da produgdo de metano tambeém foi descrito por Sallam et al. (2010). A acéo dos
taninos na redugdo da emissdo do metano pelos ruminantes pode ser atribuida a dois
mecanismos: indiretamente, através da reducdo na degradacdo da matéria organica com
diminuicdo na producdo de H,, pela formacéo de complexos com proteinas e fibras, tornando-as
resistentes a degradacdo e/ou por efeito inibitdrio a populacdo de protozoérios e, diretamente, por
acdo inibitdria & populacdo metanogénica.
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Para a medicdo de metano proveniente da fermentacdo entérica de ruminantes, varias
metodologias tém sido desenvolvidas. Algumas delas consistem no uso de camaras fechadas,
como descrito em Lockyer (1997), mais voltadas para animais em confinamento. Para animais
criados em regime de pastagem, Johnson e Johnson (1995) desenvolveram uma técnica
empregando o tragador hexafluoreto de enxofre (SFg), que vem sendo utilizada e testada por
varios grupos de pesquisadores de paises da Europa, Oceania, Africa, Asia e Américas do Norte
e do Sul. A técnica de producdo de gases in vitro, baseada na simulacéo da fermentacao ruminal
em frascos de vidro inoculados com microrganismos ruminais tem sido utilizada com a

finalidade de estimar a producdo de metano ruminal in vitro (Longo et al., 2006).

1.5. Acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Os principais produtos da fermentacdo microbiana ruminal sdo os acidos graxos volateis
(&cidos acético, propidnico e butirico), a amonia (NH3), o didéxido de carbono (CO,) e o metano
(CH,). O didxido de carbono e o metano sao produzidos durante a formacéo dos acidos acético e
butirico. Os &acidos graxos volateis representam a principal fonte energética dos ruminantes,
estimada em 50 a 70% da energia digestivel total, sendo importante para o entendimento do
processo fermentativo no rimen em diferentes sistemas de alimentacdo. Entretanto, o CO; e 0
CH, representam perdas de energia e a NHs, de nitrogénio. Um fato importante € que as
bactérias gram-positivas sdo responsaveis pela maior producdo de NH3z, como as Clostridium e
Peptostreptococus; de lactato, como as Streptococcus e Lactobacillus; dos acidos acético e
butirico, como as Butyrivibrio, Ruminococcus e Fibrobacter; e de CO, e CH4. As bactérias
gram-negativas s@o responsaveis pela maior producdo de acido propidnico, a exemplo das
Bacterioides, Selenomonas e Veillonella, e pelo maior consumo de lactato, como as
Anaerovibrio, Megasfera e Selenomonas (BLUMMEL et al., 2005; PLAIZIER et al., 1997;
TUNG e KUNG, 1993; DENNIS et al., 1981; CHEN e WOLLIN, 1979).

O suprimento energético dos ruminantes € proveniente principalmente dos acidos graxos
de cadeia curta, dos quais o acido propiénico € o mais eficaz, pois diminui a energia que seria
perdida com a fermentacdo do alimento até a formacéo dos gases CH, e CO,, além de ser mais
eficientemente utilizado pelos tecidos do corpo que o acetato e o butirato (OLIVEIRA et al.,
2005). Possenti et al. (2008) constatou que o acido acético € sempre produzido em maior
quantidade que os outros &cidos graxos volateis do rimen, ndo apresentando grandes variagcoes

com a espécie vegetal. Stradiotti Janior et al. (2004), avaliando a a¢do da prépolis sobre a
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desaminacdo de aminoacidos e a fermentacdo ruminal, verificaram correlagdo positiva entre o
pH e a concentracdo de acetato ruminal, sendo esta correlacdo negativa para a concentracéo de
propionato. Segundo 0s mesmos autores a atuacdo das bactérias formadoras de acetato é
favorecida em pH mais elevado, contrariamente & atuacdo das formadoras de propionato, que

dependem de menores valores de pH para seu crescimento.

Os acidos graxos livres no ambiente ruminal sdo toxicos as bactérias gram-positivas, em
especial celuloliticas e metanogénicas e provavelmente sua concentracdo no ambiente ruminal
inibe a metanogénese, efeito este associado ao aumento na producdo de acido propidnico e
diminuigéo no acetato e butirato (BALIEIRO NETO e MELLOTI (2007).

Segundo Nogueira et al. (2006), os gases produzidos da fermentagéo séo influenciados pela
composicdo dos alimentos, ou seja, a maioria dos gases é liberada pela fermentacdo de
carboidratos, seguidos por menor volume de gases liberados pela fermentacdo de proteinas e
nenhuma quantidade liberada pelos lipideos. No entanto, a relacdo acetato:propionato obtido
para substratos semelhantes pode alterar o volume de gases, em que substratos com maior
capacidade de producdo de acetato, elevados teores de CHO fibrosos, produzem maior
quantidade de gases quando comparados aos substratos ricos em CHO ndo fibrosos, os quais
proporcionam maior producdo de propionato e, consequentemente, menor producdo de gases.
Segundo Van Soest (1994), a formacao do propionato (glicose + 2H, — 2 propionatos) ¢ a unica
via que envolve a captura do hidrogénio (H,) e ndo envolve a formacao de dioxido de carbono
(COy,). Portanto, sua formacdo ndo contribui para a formacao dos gases mensurados pela técnica

in vitro de producéo de gases.

As proporgdes molares de &acidos graxos de cadeia curta normalmente produzidas no
ambiente ruminal variam de 45 a 75%, 15 a 45% e 11 a 13% para 0 acetato, propionato e
butirato, respectivamente (Kozloski, 2002) e a relagdo &cido acético:propidnico entre 0,9 a 4,0

pmol/mL (Johnson e Johnson, 1995).

1.6. Protozoarios

Hé efetiva atuacdo dos protozoarios ciliados na degradacdo de carboidratos estruturais e no
engolfamento de amido, principalmente em dietas contendo alta proporcdo de concentrado
(BONHOMME, 1990; CHAUDHARRY et al., 1995). Entretanto, dieta com teor de lipideos

acima de 6% pode inibir a degradacdo do alimento. Os lipideos presentes na maioria dos
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alimentos utilizados na alimentagcdo animal possuem em sua constituicdo maiores proporgdes de
acidos graxos insaturados, que sdo toxicos aos microrganismos ruminais, principalmente as
bactérias fibroliticas e aos protozoarios, além de prejudicarem a adesdo a particula do alimento
dificultando a colonizagédo de microrganismos e a agdo de enzimas microbianas (KOZLOSKI et
al., 2002; VAN SOEST, 1994).

Os protozoarios participam da degradacdo da proteina dietética (NUGENT e MORGAN,
1981), contribuindo na liberacdo ao meio ruminal de compostos intermediarios como peptideos,
aminoéacidos e N-amoniacal, assim como da fermentacéo de carboidratos (USHIDA et al., 1990),
por sua alta capacidade de usar amido e agUcares solUveis, evitando sua rapida fermentagdo a
acido latico (USHIDA e JOUANY, 1996). Dessa maneira, a presenca de protozoarios ciliados

estabiliza a fermentacdo ruminal, dificultando o abaixamento do pH do liquido ruminal.

Segundo Hungate (1966), os protozoarios ciliados do rumen participam com mais de 40%
do nitrogénio microbiano total do conteido do érgdo e mais de 60% dos produtos de
fermentagdo microbiana. A quantidade e diversidade sdo influenciadas pelas dietas ingeridas,
pelo pH do conteddo ruminal e pelas relagdes que estabelecem entre si e com a populagédo
bacteriana (MOURA MARINHO, 1982). Leng (1982) observou que 65% dos protozoarios

morrem e sao degradados no ramen.

Enquanto maior atencdo tem sido dada as bactérias ruminais, protozoarios podem utilizar a
maioria dos carboidratos sollveis, amido e carboidratos da parede celular para seu crescimento,
além de estarem associados a maior reciclagem de nitrogénio microbiano no rimen (IVAN et al.,
2001). Entretanto, os protozodarios apresentam simbiose com arquéias metanogénicas, onde o
hidrogénio produzido pelos ciliados é utilizado por estes microrganismos na formacgdo de
metano. Dessa forma, os protozoarios podem ser responsaveis por até 37% da metanogénese
(WILLIAMS e COLEMAN, 1997) e, assim, a redugdo no numero de ciliados torna-se
interessante, em razdo da menor perda de energia no rimen e das consequéncias ambientais do

metano no efeito estufa.

A defaunacdo promove aumento das propor¢des de propionato nos &cidos graxos voléteis,
indicando que a reducdo no numero total de protozodrios pelos tratamentos pode reduzir a
emissdo de metano por ruminantes (MARTINELE et al., 2008). A defaunacdo pode acarretar
mudanca na populacéo bacteriana favorecendo espécies amiloliticas e proteoliticas por estas nao
serem ingeridas pelos protozoarios, ou devido utilizacdo dos mesmos substratos e as celuloliticas

e metanogéncias prejudicadas, por dependerem da acdo dos protozodrios sobre o controle da
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populacdo de bactérias e quebra de alimentos (BALIEIRO NETO e MELLOTI, 2007; IVAN et
al., 2001).

Eugéne et al. (2004), utilizando os dados reportados na literatura de animais faunados e
defaunados em um estudo em meta-anélise, observaram que a defaunagdo diminuiu a
digestibilidade da material orgénica (1,7 unidades) e da FDN (5,7 unidades). A defaunacdo
também propiciou maior passagem de nitrogénio microbiano ao duodeno (21%) e aumentou a
eficiéncia de sintese microbiana (11,8 g N/kg MODR), com reducdo da concentracdo de aménia
ruminal (-5,03 mg N-NHz/dL).

1.7. Nitrogénio amoniacal (N-NHs)

As bactérias que fermentam carboidratos estruturais utilizam amoénia como fonte de
nitrogénio e aquelas que fermentam carboidratos ndo estruturais utilizam amonia, peptideos e
amino&cidos (PEREIRA et al., 2010).

A atividade dos microrganismos ruminais, principalmente aqueles que degradam
carboidratos fibrosos, ¢ dependente do nivel amoniacal no rumen. Baixas concentracdes de
amonia ruminal, comumente aquém das necessidades ao crescimento microbiano normal, sdo
normalmente encontradas durante o periodo seco do ano, devido a queda na qualidade da
forragem, marcadamente no tocante a disponibilidade proteica.

Os niveis de nitrogénio amoniacal preconizado por Mehrez et al. (1977) para maxima
atividade fermentativa ruminal situa-se entre 19 e 23 mg/dL. Van Soest (1994) citou como nivel
otimo 10 mg/dL. O NRC (1988) sugere no minimo 5 mg/dL para eficiente digestdo da matéria
organica no ambiente ruminal. Todavia, estes valores ndo devem ser considerados como
nameros fixos, devido ao fato de a capacidade de sintese de proteina e captacdo de amonia pelas
bactérias depender da taxa de fermentagéo dos carboidratos (HOMEM JUNIOR et al., 2010).

Estas concentracdes de N-NHj3 teoricamente sdo adequadas para atender as exigéncias em
N dos microrganismos que fermentam carboidratos fibrosos, os quais predominam no rumen.
Além disso, o Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS), considera que as
bactérias fermentadoras de carboidratos ndo estruturais utilizam 66% do N oriundo de peptideos
e aminoacidos e 34% de N-NHg3, porém bactérias do género Fibrobacter utilizam apenas aménia
como fonte de crescimento (PEREIRA et al., 2009).
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As bactéerias fermentadoras de fibras utilizam amoénia como Unica fonte de N, e séo
altamente prejudicadas quando ha& deficiéncia de N no rdmen, levando a um menor
desaparecimento da fibra, diminuindo a taxa de passagem e, consequentemente, diminuindo o
consumo de matéria seca (TEDESCHI et al., 2000; RUSSELL et al., 1992).

1.8. Proteina pds-ramen

A degradacdo da proteina dos alimentos no rimen tem grande influéncia sobre o
suprimento de aminoacidos para 0s animais ruminantes. Esta € composta por uma fracdo
degradavel no rimen (PDR) e uma fracdo ndo degradavel no rimen (PNDR). A PDR da origem
a peptideos, aminoacidos e aménia, e é utilizada pelos microrganismos ruminais para sintese de
proteina microbiana, que € normalmente a principal fonte de proteina para os ruminantes. A
proteina ndo degradada no rumen (PNDR) € a segunda fonte de aminoacidos para o animal
(SANTOS, 2006), representada pela proteina dietética que escapa a fermentacdo ruminal. De
acordo com Kozloski (2002), do nitrogénio total que flui com a digesta duodenal, em torno de 15
a 40% é representado por proteina do alimento ndo-degradado no ramen, e 60 a 85%, por

nitrogénio microbiano.

Segundo Cabral et al. (2001) a quantidade de proteina microbiana que atinge o duodeno
ndo é suficiente para atender as exigéncias dos animais de alta producéo. Tornando-se necessaria
a inclusdo de fontes proteicas ndo-degradadas no rimen para o atendimento do débito proteico
ndo-suprido pela proteina microbiana. Entretanto, a proteina dietética ndo-degradada no rimen
apresenta composicdo em aminoacidos e digestibilidade intestinal variavel sendo necessaria a

estimativa mais exata da digestibilidade intestinal da proteina de cada alimento.

Véarios métodos in vitro tém sido desenvolvidos para essas estimativas, incluindo: a
determinacdo do N insolivel em detergente &cido, a técnica do saco de nailon movel, os
procedimentos enzimaticos e o teste da disponibilidade da lisina. Porem, de acordo com
Calsamiglia e Stern (1995) estes metodos apresentam falhas por ndo incluir esses critérios:
simulacdo das condicdes fisioldgicas dos ruminantes, incluindo o efeito potencial da fermentacéao
ruminal; rapidez e baixo custo; aplicaveis a uma grande variedade de alimentos e; acuracia na

determinacéo da digestdo da proteina.
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A técnica de trés estadios foi desenvolvida por Calsamiglia e Stern (1995) com base nos
critérios citados anteriormente e vem sendo testada como método para estimar a digestibilidade

intestinal da PNDR em animais ruminantes.

Pereira et al. (2008) observaram que a técnica de trés estagios se mostrou adequada em
estimar a digestibilidade intestinal da PNDR de alimentos proteicos. Entretanto, Cabral et al.
(2001) verificaram que os dados obtidos para alguns alimentos ndo correspondiam aos valores
relatados pela literatura, 0s mesmos autores ressaltaram que os alimentos produzidos no Brasil
apresentam valor nutricional diferente daqueles produzidos sob condi¢des temperadas e, aliado a
isto, diferenciam-se, também, quanto ao tipo de processamento. Segundo Branco et al. (2006), a
digestibilidade intestinal dos diferentes alimentos utilizados na alimentagdo de ruminantes é
variavel, tanto entre alimentos de diferentes classes como entre alimentos de mesma classe. A
presenca de uma fracdo proteica indigestivel implica que a digestibilidade da PNDR pode variar
em determinado alimento, de acordo com a degradabilidade no rumen (CALSAMIGLIA e
STERN, 1995). Assim, torna-se necessario conhecer precisamente a digestibilidade intestinal

verdadeira da proteina de cada alimento.

A técnica de trés estagios pode ser utilizada tanto para determinar a digestibilidade
intestinal da proteina ndo-degradada no rimen como a digestibilidade intestinal in vitro da
matéria seca e matéria organica ndo-degradadas no rimen (BERAN et al., 2007).

1.9. Estrutura do trabalho

Estruturalmente este trabalho foi dividido em dois capitulos. O primeiro, denominado
“Parametros de fermentacdo e de degradacdo ruminal em ovinos do pseudofruto de clones de
cajueiro”, foi realizado com o objetivo de estimar o valor nutritivo do pseudofruto de cinco
clones de cajueiro para ovinos através das caracteristicas bromatolégicas e dos parametros de
fermentagdo e degradacgdo ruminal, utilizando-se a técnica in vitro semi-automatica de producao
de gases. O segundo capitulo, intitulado “Fermentacdo ruminal e mitigacdo de metano de dietas
para ovinos contendo pseudofruto de clones de cajueiro”, objetivou avaliar dietas para ovinos
contendo pseudofrutos de clones de cajueiro a partir da degradagdo ruminal da matéria organica
e matéria organica verdadeiramente degradavel, da degradacdo ruminal e intestinal da proteina
bruta, dos produtos da fermentacdo ruminal e dos pardmetros cinéticos de fermentacdo ruminal,

utilizando-se as técnicas in vitro semi-automatica de producéo de gases e de trés estagios.
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Os capitulos I e 1l foram elaborados na forma de artigo cientifico, obedecendo as normas

da Revista Brasileira de Zootecnia, a qual serdo submetidos para publicacéo.



2. CAPITULO I*

“Elaborado segundo as normas da Revista Brasileira de Zootecnia

30



© 00 N oo o1 B~ W DN B

WRNRN RN RNRNRNNRNRNRNRNDNRR R R B B B B B
O © ® N o 008N W N EFEP O © 0 N O 00~ W N B O

31

Parametros de fermentacéo e de degradacdo ruminal em ovinos do

pseudofruto de clones de cajueiro

RESUMO: Objetivou-se estimar o valor nutritivo do pseudofruto de cinco clones
de cajueiro para ovinos através das caracteristicas bromatoldgicas e dos parametros de
fermentacdo e degradagdo ruminal, utilizando-se a técnica in vitro semi-automatica de
producdo de gases. As amostras avaliadas foram incubadas com meio nutritivo, inéculo
ruminal e CO2. As leituras de pressdo foram realizadas em horéarios pré-estabelecidos
para cada ensaio. Foram realizados dois ensaios: o primeiro, com 24 horas de
incubacéo, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, no segundo, com 72
horas de incubacgdo, em blocos casualizados, com cinco tratamentos e quatro repeticdes.
Para comparacao das médias, utilizou-se o teste de SNK (5%). No ensaio por 24 horas
de incubacdo: ndo houve diferenca entre os pseudofrutos quanto aos parametros
cinéticos de fermentacdo ruminal, populagdo de protozoarios, concentragdo de CH4 e de
N-NH3. Quanto a degradacdo da matéria organica (DMO) os pseudofrutos CCP1001,
BRS189 e CCP76 apresentaram os melhores resultados, porém os CCP1001 e BRS189
apresentaram maior matéria organica verdadeiramente degradavel (MOVD). No ensaio
por 72 horas de incubacgéo, os pseudofrutos BRS189, CCP1001 e CCPQ9 apresentaram
0s maiores valores para degradabilidade potencial (DP). Entretanto, os pseudofrutos
BRS189 e CCP1001 apresentaram maiores valores de DMO e degradabilidade efetiva
(DE). O pseudofruto BRS189 apresentou 0s maiores valores para os parametros de
fermentacdo ruminal. O pseudofruto de clone de cajueiro BRS189 apresentou maior
degradabilidade potencial da MO, no entanto, considerando a importancia da
degradabilidade efetiva, por envolver as taxas de degradagdo e passagem, 0s
pseudofrutos dos clones BRS189 e CCP1001 mostram-se superiores, com destaque para
0 BRS189, pelos melhores valores para os parametros de cinética de fermentacéo,
justificado pelo menor teor de FDN deste subproduto.

Palavras-chave: Caju, matéria organica verdadeiramente degradada, producdo de

gases, protozoarios, ruminantes
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Rumen fermentation and degradation parameters of pseudofruit of cashew clones

in sheep

ABSTRACT: The objective was to estimate the nutritive value of pseudofruits of
five cashew clones for sheep, through the chemical characteristics and parameters of
rumen fermentation and dagradation, using the in vitro semi-automated gas production
technique. The tested samples were incubated with nutritive medium, rumen inoculum
and CO2. Pressure readings were taken at pre-set times for each test. Two experiments
were carried out: the first one, with 24 h incubation, in a randomized design, and a
second one, with 72 h incubation, in a randomized blocks design with five treatments
and four repetitions. The SNK test was used to compare the means (at 5% level of
probability). In the 24-h trial, there was no difference between the cashew pesudofruits
for the kinetic parameters of rumen fermentation, protozoa population, CH4 and NH3-N
concentrations. For the organic matter degradation (OMD), CCP1001, BRS189 and
CCP76 pseudofruits showed the best results, but CCP1001 and BRS189 presented the
highest organic matter truly degraded. In the 72-h trial, BRS189, CCP1001 and CCP09
pseudofruits showed the highest values for potential degradability. However, BRS189
and CCP1001 presented the highest values of OMD and the greatest effective
degradability. BRS189 pseudofruits had the highest values for the rumen fermentation
parameters. It showed the highest OM degradability, however, considering the
importance of effective degradability, because it involves the degradation and passage
rates, pseudofruits of clones BRS189 and CCP1001 seem to be better than the other
clones, especially the BRS189 , due to the best values for the fermentation kinetics

parameters and the lower NDF content of this byproduct.

Key Words: cashew, organic matter truly degraded, gas production, protozoa,

ruminants
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Introducéo

A cajucultura é de grande importancia socio-econémica para a regido Nordeste do
Brasil. A améndoa da castanha de caju € muito apreciada, constituindo, juntamente com
o liquido da casca da castanha (LCC), os principais produtos de exportacdo. Entretanto,
0 aproveitamento do pedunculo (pseudofruto) ainda € insignificante em relacdo a
quantidade de matéria-prima disponivel (Agostini-Costa et al., 2004). O pseudofruto
apresenta potencial de utilizacdo na alimentacdo animal, e sua producgdo concentra-se no
periodo seco do ano, o qual coincide com a entressafra de culturas alimentares
(Azevedo et al., 2009).

Estudos sobre o valor nutritivo do pseudofruto do cajueiro na alimentacdo de
ruminantes sdo escassos na literatura. Assim, € fundamental sua caracterizacdo
nutricional visando inclusdo na alimentacdo animal. A técnica in vitro semi-automatica
de producdo de gases apresenta comprovado potencial em descrever a cinética de
fermentacdo e de degradacdo ruminal, estimar os produtos da fermentacdo, além de
possibilitar a verificacdo do efeito de fatores antinutricionais presentes nos alimentos
(Clipes et al., 2010; Sallam et al., 2009; Abdalla et al., 2008; Bueno et al., 2005).

Neste sentido, objetivou-se estimar o valor nutritivo do pseudofruto de cinco
clones de cajueiro para ovinos atraves de suas caracteristicas bromatologicas e dos
parametros de fermentacdo e degradagdo ruminal, utilizando-se a técnica in vitro semi-

automatica de producdo de gases.

Material e Métodos
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Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Nutricdo Animal do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo (LANA — CENA/USP),
em Piracicaba, SP.

Foram utilizados pseudofrutos de cinco clones de cajueiro (CCP06, CCPQ9,
CCP76, CCP1001 e BRS189), obtidos dos jardins clonais da Embrapa Agroindustria
Tropical, Estacdo Experimental de Pacajus, Ceara. Cada repeticdo representou uma
amostra composta de varias colheitas (dias) de um mesmo cajueiro. Os pseudofrutos
foram submetidos a pré-secagem ao sol por 20 dias para retirada de parte da umidade e
levados a estufa com ventilagdo forcada de ar a 55°C durante 72 horas. Posteriormente,
foram triturados em moinho com peneira de crivos de 1 mm e armazenadas em
recipientes fechados. Os pseudofrutos de clones de cajueiro foram denominados nesta
pesquisa apenas por: CCP06, CCP09, CCP76, CCP1001 e BRS189.

A composicdo bromatoldgica das amostras foi obtida segundo AOAC (1995) para
matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE). A
fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina em
detergente acido (LDA) foram determinadas de acordo com Van Soest et al. (1991),
realizadas de forma sequencial. Os conteudos de fendis totais (FT) e taninos totais (TT)
foram analisados pelo método Folin-Ciocalteu, de taninos condensados (TC), pelo
método butanol-HCI, segundo procedimentos propostos por Makkar (2000). Os
carboidratos totais (CHOT), carboidratos nao-fibrosos (CNF) e hemicelulose (HEM)
foram estimados segundo as equacdes propostas por Sniffen et al. (1992) para CHOT e
Van Soest et al. (1991) para CNF e HEM.

CHOT=100 - (%PB + %EE + %MM),
CNF=100 — (%PB+ %EE + %MM + %FDN),

HEM=FDN — FDA.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

35

Adotou-se um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos
(clones) e 4 repeticdes (cajueiros). Os dados de composicdo bromatoldgica foram
submetidos a andlise da variancia pelo procedimento de Modelos Lineares
Generalizados (PROC GLM) do SAS, e suas médias comparadas pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade, utilizando-se o pacote estatistico SAS
(1999).

A degradacdo ruminal, os produtos da fermentacdo ruminal e a cinética de
fermentacao do pseudofruto dos clones de cajueiro foram estimados pela técnica in vitro
semi-automatica de producéo de gases, segundo Mauricio et al. (1999), em dois ensaios.
No primeiro, adotou-se 24 horas de incubacdo para estimar a degradacdo ruminal da
matéria organica (DMO) e da matéria organica verdadeiramente degradavel (MOVD), a
cinética de fermentacdo ruminal, além dos produtos da fermentacdo ruminal: producédo
total de gases (PG), metano (CHy,), teor de nitrogénio amoniacal (N-NH3) e populacédo
de protozoarios. No segundo ensaio, o periodo de incubacdo foi de 72 horas e
determinou-se a cinética de fermentacdo e de degradacdo ruminal da matéria organica.

O meio nutritivo foi obtido segundo Theodorou et al. (1994), a partir de solugdes
de micro e macrominerais, tampdo, redutora e indicadora, sendo continuamente
saturado com CO, e mantido a 39°C até utilizacdo. O indculo ruminal foi preparado a
partir de amostras das fragdes sdlida e liquida do conteddo ruminal, na proporcdo 1:1
(Bueno et al., 2005), obtidas de seis ovinos da raga Santa Inés (trés animais por
indculo), adultos, canulados no ramen, alimentados com dieta composta dos capins
braquiaria e elefante Napier a vontade, 300g/animal/dia de um suplemento a base de
gréo de milho (70%) e farelo de soja (30%) e de premix mineral e vitaminico.

No primeiro ensaio, aproximadamente 0,5 g de amostra, 50 mL de meio nutritivo,

25 mL de indculo ruminal e CO, (Bueno et al., 2005) foram adicionados em frascos de
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incubacdo com capacidade para 160 mL. Em seguida, os frascos foram vedados com
rolhas de borracha e lacres de aluminio, os gases produzidos foram eliminados e levou-
se os frascos a estufa com circulagdo forcada de ar a 39°C. Foram utilizados seis frascos
por tratamento e por repeticdo para medir a producdo de gases, dos quais: dois foram
utilizados para estimar a degradabilidade da matéria organica no final do periodo de
incubacdo de 24 h; dois para a coleta de gases, em horarios pré-estabelecidos, para
quantificacdo de metano e no final do periodo de incubacédo de 24 h os mesmos foram
utilizados para a determinacdo da matéria organica verdadeiramente degradada e dois
para estimar a concentracdo de nitrogénio amoniacal e populacdo de protozoarios. Para
as correcdes dos dados dos parametros avaliados, foram incubados seis frascos,
considerados brancos, contendo apenas inoculo ruminal e meio nutritivo e como
controle utilizou-se seis frascos contendo feno de Tifton 85 (Cynodon spp) - padrédo
interno do LANA/CENA-USP, com perfil da producéo de gases conhecido.

Para descricdo da cinética de fermentacdo ruminal, foram realizadas leituras de
pressdo (psi=libra por polegada ao quadrado) dos gases as 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20 e 24
horas de incubacdo, com o auxilio de um medidor de pressdao (Pressdata 800,
LANA/CENA-USP, Piracicaba/SP), e o volume de gases produzido foi estimado pela
equacéo V=-0,053p%*+7,335p, definida para as condicdes laboratoriais e do ensaio,
sendo: V=volume de gases (mL) e p=pressdo (psi). Apos cada tempo de leitura de
pressdo, 0s gases gerados no interior dos frascos foram liberados, sendo que nos frascos
destinados a coleta de gases para estimativa da producéo de metano nos tempos 4, 8, 12,
20 e 24 h, os gases remanescentes no interior dos frascos de fermentagdo foram
liberados somente apos a coleta de gases.

As curvas de producdo cumulativa de gases da matéria organica foram ajustadas

utilizando-se o modelo proposto por France et al. (1993):



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

37

Vo= ‘i.-’F{l — exp[—b[t —L)— c:li-..f:c — xT}]},
em que: Vr=producdo cumulativa de gases no tempo t, Ve=potencial maximo de
producdo de gases (assintota), L=tempo de colonizacdo, t=tempo de incubacédo, b e
c=taxas fracionais constantes.

A taxa de fermentagdo (u) foi obtida pelo modelo proposto por France et al.
(1993), no qual p ¢ determinada por:

u=b+c/(249)

Foram amostrados aproximadamente 10 mL de gases (2 mL de gases apds cada
leitura de presséo) as 4, 8, 12, 20 ¢ 24 h, em tubo de “vacutainer”. As concentragdes de
CH, foram determinadas por cromatografia gasosa (ShimadzuGC2014) usando como
padrdo o gas metano (99%), com detector a 240°C e coluna Shincarbon a 60°C. A curva
de calibracdo foi obtida injetando-se concentracfes conhecidas de uma mistura padréo
de CH,4 e CO; (Longo et al., 2006).

Ap6s 24 de incubacdo, foram determinadas a concentracdo de N-NHj, a
populacdo de protozoarios e a degradacdo ruminal da matéria organica (DMO) e da
matéria organica verdadeiramente degradavel (MOVD).

Para determinacdo da concentracdo de N-NHjs, transferiu-se de cada frasco de
fermentacdo aproximadamente 20 mL do conteudo para recipientes plasticos, e
conservou-se a -10°C até realizacdo das analises. O teor de N-NHj3 foi determinado
centrifugando-se uma aliquota de aproximadamente 5 mL do contetido a 3.000 rpm por
15 minutos; 1 mL do sobrenadante foi destilado em aparelho micro-kjeldahl, utilizando-
se acido borico como solucgéo receptora, seguido de titulagdo com solucdo de HCI 0,01
N, segundo Nogueira e Souza (2005).

Para quantificacdo da populacéo de protozoarios, retirou-se 1 mL do conteudo de

cada frasco de fermentacdo e colocou-se em frascos contendo 2 mL de solucédo



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

38

formaldeido 40% na proporcdo 1:1 para fixacdo dos protozoarios. Os frascos foram
conservados em geladeira até 0 momento da contagem dos protozoarios com auxilio de
microscopio optico e camara de Neubauer.

Para estimativa da degradacdo ruminal da matéria organica (DMO), apds a ultima
leitura, transferiu-se o contetido dos frascos para cadinhos filtrantes n° 2. Em seguida,
os cadinhos foram levados a estufa a 105°C por 24 horas e pesados. Posteriormente,
foram colocados em mufla a 550°C por 4 h e pesados. A DMO foi obtida pela diferenca
entre quantidade de amostra inicial e recuperada pela filtragdo em cadinhos filtrantes n°
2, corrigida pelo teor de cinzas. Apos determinacdo da DMO e do volume total de gases
produzido (PG), foi determinado o fator de particdo (FP), segundo Blummel et al.
(1997) pela relacdo entre a matéria organica degradada (mg) e a producdo de gases
(mL), o qual foi adotado como indice de eficiéncia de sintese microbiana.

Para determinacdo da matéria organica verdadeiramente degradada (MOVD),
apos retirada dos gases para determinacdo do CHy, adicionou-se em cada frasco 75 mL
de solugdo detergente neutro e manteve-se em estufa a 105°C por 3 h. Apos esse
periodo, o contetido foi transferido para cadinhos n° 2 e o material retido foi lavado com
agua destilada quente e 50 mL de acetona, e, em seguida, foi seco em estufa com
ventilacdo forcada a 105°C por 12 h. Posteriormente, foram pesados e colocados na
mufla para incineracdo a 550°C por 4 h e pesados.

As curvas de ajuste e as estimativas dos parametros biologicos foram realizadas
pelo processo interativo de Gauss Newton modificado, por meio do procedimento para
modelos n&o-lineares (PROC NLIN) do SAS. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (clones) e 4 repeticdes (cajueiros). Os
dados foram submetidos a andlise da variancia pelo procedimento de Modelos Lineares

Generalizados (PROC GLM) do SAS; para a comparacao de médias, adotou-se o teste
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SNK a 5% de probabilidade e as correlagdes entre as variaveis, foram estudadas pelo
coeficiente de Pearson a 5% de probabilidade, utilizando-se o pacote estatistico SAS
(1999).

Para realizacdo do ensaio por 72 horas de incubacdo utilizou-se frascos de vidro
com capacidade para 160 mL, com 1,0 g de amostra, 90 mL de meio nutritivo, 10 mL
de inoculo ruminal e CO,. Posteriormente, os frascos foram vedados com rolhas de
borracha e lacres de aluminio, os gases gerados foram eliminados, e os frascos levados a
estufa com circulacdo forcada de ar a 39°C. Foram utilizados dez frascos por
tratamento, por repeticdo e por indculo, os quais apos as leituras de pressdo dos gases,
em horarios pré-estabelecidos, foram utilizados para estimar a cinética de degradacédo da
matéria organica. Para as correcdes dos dados dos parametros avaliados, foram
incubados dez frascos contendo apenas inoculo ruminal e meio nutritivo e como
controle utilizou-se dez frascos contendo feno de Tifton 85 (Cynodon spp) - padrédo
interno do LANA/CENA-USP, com perfil da producdo de gases conhecido.

Para descricdo da cinética de fermentacdo, foram realizadas leituras de pressédo
(psi=libra por polegada ao quadrado) dos gases as 4, 7, 9, 11, 13, 16, 24, 36, 48, 60 e 72
horas de incubacdo, com auxilio de um medidor de pressdo (Pressdata 800,
LANA/CENA-USP, Piracicaba/SP), e o volume de gases produzido foi estimado pela
equacdo VV=0,139p?+4,467p, definida para as condicdes laboratoriais e do ensaio.

As curvas de producdo cumulativa de gases da matéria organica foram ajustadas

utilizando-se o0 modelo logistico bicompartimental, proposto por Schofield et al. (1994):
Voo Vi Vi,
T [1+exp[2+4 x c; x (L))} {l+exp[2+4 x ¢y x (L-1)]}

em que: Vr=producdo cumulativa de gases no tempo t; Vf; e Vf,=potencial maximo de
producdo de gases provenientes das fraces de répida e lenta degradacgéo,

respectivamente; ¢; e c,=taxas especificas de producdo de gases pelas degradagdes das
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fracdes de rapida e lenta degradacfes, respectivamente; L=tempo de colonizacéo e
t=tempo de incubacéo.

Para determinacdo da cinética de degradacdo ruminal da matéria organica as 0, 4,
24, 48 e 72 h, oito frascos por tratamento por inoculo foram retirados e o contetdo
transferido para cadinhos filtrantes n° 2 previamente pesados . Em seguida, os cadinhos
foram levados a estufa a 105°C por 24 h, posteriormente pesados e colocados em mufla
a 550°C por 4 h, e pesados. Os dados dos frascos retirados no tempo 0 h de incubagéo
foram utilizados para determinacdo da perda de material prontamente soltvel (A),
conforme sugestdo de McDonald (1981), o que caracteriza a degradabilidade inicial.

Os dados de degradacdo ruminal dos pseudofrutos foram ajustados pelo modelo

exponencial proposto por @rskov e McDonald (1979) e modificado por McDonald
(1981). A degradabilidade potencial é dada como:
p=a+b(1l—exp ) parat>ty
p=A; parat <ty
Onde:
p representa a degradabilidade do alimento no tempo t; a e b sdo constantes matematicas
do modelo; c é a taxa fracional de degradacéo; t € o tempo de incubacéo; to € o tempo de
colonizagdo (lag time) e A é a solubilidade inicial, ou fracdo prontamente soltvel. Desse
modelo deriva-se B = (a+ ) —A no qual B corresponde a fracdo insollvel, mas
potencialmente degradavel e a degradabilidade potencial é dada pela soma das fraces A
e B.

A degradabilidade efetiva dos pseudofrutos, que € o resultado gerado mais
proximo da dos valores reais, pode ser calculado da seguinte forma:

DE=a+ (bxc)/(c+ k),
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em que: DE=degradabilidade efetiva e k=taxa de passagem das particulas. Os valores de
k adotados para o calculo de DE foram de 2, 5, e 8%/h, de modo a caracterizar dietas
para animais com baixo, médio e alto consumo, respectivamente (ARC, 1984).

As curvas de ajuste e as estimativas dos parametros bioldgicos foram realizadas
pelo processo interativo de Marquardt, com auxilio do procedimento para modelos ndo-
lineares (PROC NLIN) do SAS. O delineamento experimental foi o de blocos
casualizados, com cinco tratamentos (clones), quatro repeticdes (cajueiros) e dois blocos
(indculos). Os dados foram submetidos a andlise da variancia pelo procedimento de
Modelos Lineares Generalizados (PROC GLM) do SAS; para a compara¢do de médias,
adotou-se o teste SNK a 5% de probabilidade e as correlacdes entre as variaveis, foram
estudadas pelo coeficiente de Pearson a 5% de probabilidade, utilizando-se o pacote

estatistico SAS (1999).

Resultados e Discusséo
Composicdo bromatoldgica

Houve diferenca (P<0,05) entre os pseudofrutos para os nutrientes avaliados,
exceto MO, com média 96,3+0,7 (Tabela 1).

O clone BRS189 apresentou menor (P<0,05) teor de MS e FDN. Diferentemente,
Azevedo et al. (2009), avaliando a dinamica de fermentacdo do pseudofruto de cinco
clones de cajueiro, obtiveram menores teores de MS (86,9%) e FDN (34,8%) para o
clone CCPO09.

Os clones CCP06 e CCP76 apresentaram 0s maiores teores de PB (P<0,05) em
relacdo aos clones CCP09, CCP1001 e BRS189. Entretanto, todos os pseudofrutos
apresentaram teor de proteina acima do intervalo de 6 a 8%, recomendado por Van

Soest (1994) para efetiva fermentacdo microbiana ruminal.
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Tabela 1. Composigdo bromatolégica do pseudofruto de clones de cajueiro (Anacardium occidentale L.)

Clones
Constituinte EPM3
CCP06 CCP76  CCP09 CCP1001 BRS189
Matéria seca (%) 89,37 87,5° 87,5° 87,8° 85,0 1,3
% na MS
Matéria organica 96,2 95,8 96,2 96,8 96,3 0,7
Proteina bruta 11,4° 11,17 8,1° 9,1° 81° 1,0
Fibra em detergente neutro 37,4° 34,0° 33,0 32,7% 26,9° 3,0
Fibra em detergente 4cido 28,22 26,3 28,62 21,2° 18,4° 2,8
Hemicelulose 9,3%® 7,6 44° 11,4° 8,6 1,6
Extrato etéreo 5,22 4,6° 34° 2,9 2,6 0,5
Carboidratos totais 79,6° 80,1° 84,6° 84,8° 85,7 1,7
Carboidrato néo-fibrosos 42,1° 46,1™ 51,6 ® 52,1 % 58,8 4,0
Lignina em detergente 4cido 152 %® 18,0° 19,0° 14,5 11,4° 2,9
Fendis totaist 35,6° 24.6° 16,7° 17,8° 14,8° 6,8
Taninos totais! 21,32 14,0° 10,1° 10,6" 89" 39
Taninos condensados? 1,3° 1,3° 2.2° 1,5® 2,1%® 0,4

1Fenois totais e taninos totais: valores expressos em equivalente-grama de acido tanico/kg de MS.
2Taninos condensados: valores expressos em equivalente-grama de leucocianidina/kg de MS.
°EPM =Erro padr&o da média.

*Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

Menores valores (P<0,05) de FDA foram observados para os clones BRS189 e
CCP1001. Azevedo et al. (2009) também observaram menores valores de FDA para
estes pseudofrutos em relagdo a CCP06, CCP76 e CCP09, com 24,0% e 25,0%,
respectivamente para 0 BRS189 e CCP1001.

O CCP1001 apresentou maior (P<0,05) teor de HEM, em relacdo a CCP76 e
CCP09. Segundo Mauricio et al. (2003), maior teor de HEM na amostra pode ser
indicativo de superioridade na fermentacéo in vitro.

O CCP76 e 0 CCP06 apresentaram maiores (P<0,05) valores de EE que BRS189,
CCP1001 e CCPQ09. Segundo Kozloski (2002), dieta com teor de lipideo acima de 6%
pode inibir a fermentacdo e o crescimento microbiano ruminal, com reducéo na taxa de

passagem dos alimentos. Nesta pesquisa, 0s pseudofrutos apresentaram teor de EE
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inferior a 6%, entretanto, verificou-se correlacdo negativa do teor de EE com a
producdo de gases em 24 horas (r=-0,53862; P=0,0143) e com a DMO (r=-0,61986;
P=0,0036).

Os clones BRS189, CCP1001 e CCPQ9 apresentaram os maiores (P<0,05) teores
de CHOT, em relacdo a CCP76 e CCP06, que ndo diferiram entre si. Diferentemente,
Azevedo et al. (2009) observaram maiores valores de CHOT para os CCP06, CCP76 e
CCP09 em relacdo a CCP1001 e BRS189.

Os teores de LDA apresentaram variacOes de até 40% entre os pseudofrutos, com
maiores (P<0,05) valores para CCP09 e CCP76 em relacdo a BRS189.

Os teores de FT e TT foram maiores (P<0,05) para CCP06, concordando com
Azevedo et al. (2009). O teor de TC foi maior (P<0,05), para CCP09 em relacdo a
CCP06 e CCP76 engquanto que Azevedo et al. (2009) observaram maior valor de TC
para 0 BRS189. Normalmente, os fendis comuns em plantas ndo sdo considerados
toxicos, com excecdo dos taninos condensados, que em concentracfes acima de 5% na
MS podem reduzir o consumo e a digestibilidade da MS, inibir enzimas digestiveis e
levar a perdas de proteinas enddgenas (Cruz et al., 2007; Getachgew et al., 2000).
Entretanto, em concentracdes inferiores a 4% na MS, como as obtidas nesta pesquisa,
ndo resultam em problemas nutricionais, ao contrario, podem proteger a proteina
alimentar da excessiva degradacdo ruminal, diminuir o desperdicio de aménia, aumentar
a absorcdo de aminoacidos provenientes da dieta no intestino delgado e reduzir a
producéo de metano (Animut et al., 2008; Puchala et al., 2005).

Essas possiveis diferencas na composicdo bromatoldgica dos pseudofrutos
utilizados nesta pesquisa em relagdo aos observados na literatura devem-se
principalmente as diferentes épocas de colheita dos pseudofrutos. Simdes et al. (2001)

verificaram diferenca na composicdo quimica de pseudofrutos de caju CCP76, em
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diferentes estadios de desenvolvimento, evidenciando que os pseudofrutos sofrem

transformac6es ao longo de seu desenvolvimento.

Fermentacédo e degradacédo ruminal em 24 horas de incubacgdo

Os pseudofrutos nédo diferiram (P>0,05) quanto ao Vf, com média 227+45 mL/g
MO (Tabela 2). Entretanto, foram superiores ao observado por Azevedo et al. (2009),
entre 143 e 190 mL/g MS, o que pode ser resultante das diferencas nas quantidades
utilizadas de amostra, indculo e meio nutritivo de 1 g, 90 mL e 10 mL, respectivamente.
A maior quantidade de inéculo resulta em maior populacdo de microrganismos (Pell e
Schofield, 1993), o que acelera o processo de fermentacdo das amostras incubadas e

eleva a PG.

Tabela 2. Pardmetros do modelo de France et al. (1993), degradacdo da matéria organica (DMO) e fator
de particdo (FP) da fermentacéo do pseudofruto de clones de cajueiro (Anacardium occidentale

L.) por 24 horas de incubagéo

Clones

Parametro t

CCP06 CCP76 CCP09  CCP1001  BRS189 EPM?
Vf (mL/g MO) 203 200 229 272 232 40
b (/h) 0,05 0,08% 0,06% 0,03 0,12 0,04
c (/h") 0,19® 0,14%® 0,19% 0,26 -0,02° 0,1
L (h) 08 0,9 0,9 1,1 0,7 0,2
DMO (g/kg) 643° 716% 684" 772° 749 39
FP (mg MOD/mL) 3,6 39 35 36 3,4 0,3

Vf=potencial maximo de producéo de gases; b e c=s&o taxas fracionais constantes; L="lag phase.
’EPM =Erro padréo da média.

*Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

Houve diferenca (P<0,05) entre os pseudofrutos para DMO. A menor (P<0,05)
DMO do CCP06 em relagdo a do CCP76, BRS189 e CCP1001 esta relacionada as
diferengas em alguns constituintes da composicdo bromatoldgica (Van Soest, 1994;

Campos et al., 2001; Tomich et al., 2003). Nesta pesquisa foi obtida correlagéo negativa
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(r=-0,71508; P=0,0004) do percentual de FDA com a DMO. Os valores de DMO foram
superiores aos obtidos por Azevedo et al. (2009), entre 379,8 e 613,9 g/kg.

Apesar de ndo diferirem quanto o Vf, o CCP06 e o CCP09 foram os clones que
apresentaram menor potencial fermentativo em funcdo dos menores valores de DMO,
denotando a importancia da realizacdo da PG em conjunto com a degradacdo (Nogueira
et al., 2006). Mauricio et al. (2003) obtiveram alta correlacdo (r=0,99) da DMS com a
PG para hibridos de sorgo e relataram possibilidade de estimativa da curva de DMS
através dos valores da producdo cumulativa de gases para grupos especificos de
alimentos (ex. silagem de sorgo). Entretanto, nesta pesquisa, observou-se baixa
correlagdo (r=0,49717; P=0,0257) do Vf com a DMO, néo sendo possivel estimar, para
este grupo de alimentos, a DMO a partir da PG.

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os pseudofrutos dos clones para o parametro
L, apesar de o teor de FDN e de CNF do BRS189 serem, respectivamente, inferior e
superior aos demais. Era de se esperar um menor L para o0 BRS189, devido a maior
disponibilidade de carboidratos sollveis para os microrganismos (Nogueira et al.,
2006). Entretanto, ndo foi obtida, nesta pesquisa, correlacdo do L com os teores de FDN
e CNF. Outros fatores, como as caracteristicas fisicas e quimicas da parede celular dos
alimentos, podem ter influenciado a colonizagéo microbiana (Tomich et al., 2003).

Os pseudofrutos ndo diferiram (P>0,05) quanto ao FP, com média 3,6+£0,4 mg
MOD/mL, demonstrando ndo haver maior ou menor eficiéncia de sintese microbiana na
DMO ruminal dos pseudofrutos. Os valores obtidos para o FP, a partir da fermentacao
dos pseudofrutos, encontram-se dentro dos citados por Makkar (2004), de 2,7 a 4,4 mg
de MOD/mL de gases produzido.

Os pseudofrutos ndo diferiram (P>0,05) quanto a producdo de CH,4 (em %, mL/g

MO e mL/g MOVD), populacéo de protozoérios (10°/mL) e concentracdo de N-NH;
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(mg/100 mL) (Tabela 3), com médias 5,1+0,5, 28,3+4,1, 41,8+5,9, 4,2+0,7, 18,8£1,5,
respectivamente. Longo et al. (2006) obtiveram para quatro espécies de plantas

forrageiras uma producdo de metano entre 14 e 23%, superior a obtida nesta pesquisa.

Tabela 3. Produtos da fermentacao ruminal e degradacdo da matéria organica verdadeiramente degradavel

(MOVD) do pseudofruto de clones de cajueiro (Anacardium occidentale L.) por 24 horas de

incubacéo
Clones
Parametro
CCPO06 CCP76 CCPO09 CCP1001 BRS189 EPM'

CH, (%) 4,8 51 54 54 4,9 0,5
CH, (mL/g MO) 25,2 26,6 29,1 3211 28,7 37
CH4(mL/g MOVD) 38,1 39,5 46,7 444 40,4 55
Protozoérios (10°/mL) 4,6 4,0 3,9 41 4,2 0,7
N-NH;(mg/100 mL) 20,1 19,1 18,5 18,1 19,0 1,0
MOVD (%) 74° 77" 71° 82 84° 3,6

'EPM =Erro padrédo da média.

*Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

N&o houve correlacdo (P>0,05) dos percentuais de FDN e LDA com a producao
de CH,, embora os componentes da parede celular, além de outros constituintes
bromatolégicos dos alimentos, influenciarem a producdo de metano (Sallam et al.,
2010; Martinele et al., 2008; Abdalla et al., 2007; Pereira et al., 2006; Dohme et al.,
2001). Observou-se, entretanto, correlacdo negativa (r=-0,54253; P=0,0135) do
percentual de EE com a producdo de CH4 (mL/g MO). Apesar disso, e levando-se em
consideracdo algumas diferencas nas concentracGes de TC, a concentragcdo de CH, ndo
foi afetada.

A populacdo média de protozoarios foi 4,2+0,7 x 10°/mL, semelhante (4,2 x
10°/mL) ao obtido por Vieira et al. (2007) em ovinos na estacdo chuvosa, e dentro do
intervalo10* a 10° protozoarios/mL de contetido ruminal, referenciado para animais

alimentados com diferentes dietas (Arcuri et al., 2006; Kamra, 2005).
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A concentracdo media de N-NH;3 foi 18,8+1,5 mg/100 mL, inferior a obtida por
Veloso et al. (2000), 26,06 mg/100 mL, para forrageiras tropicais, préxima a obtida por
Homem Junior et al. (2010), 18,6 mg/100 mL, para dietas contendo grdo de girassol. Foi
superior ao valor minimo necessario para adequada fermentacdo microbiana no rimen,
de 10 mg/100 mL (Van Soest, 1994). A concentracdo de N-NH3; no ambiente ruminal
depende, em parte, da degradacdo da proteina da dieta e da disponibilidade de
carboidratos. A disponibilidade de carboidratos promove o uso de aménia na sintese de
amino&cidos e no crescimento microbiano, com maior eficiéncia de sintese microbiana
qguando as taxas de degradacdo da proteina e do carboidrato sdo semelhantes. Nesse
contexto, esperava-se para CCP06 e CCP76 maiores concentracdes de N-NH;z; em
relacdo a CCP09, CCP1001 e BRS189, por apresentarem maior teor de PB e menor de
CNF.

O percentual de MOVD do BRS189 e CCP1001 foi superior (P<0,05) ao dos
demais, em funcdo do menor teor de FDA, fundamentado na correlacdo negativa (r=-
0,93988; P=0,0001) do teor de FDA com a MOVD.

Os pseudofrutos ndo diferiram (P>0,05) quanto a taxa de fermentagdo (u) (Figura

1).

0,16 -

0,14 - *\M ——CCP06
012 - —=—CCP76
0.10 A ——CCP09

0,08 A ——CCP1001
0,06 - —+—BRS189
0,04 -
0,02 -
0,00 . —T— —T —T 1

2 4 6 8 10 12 16 20 24

Tempo de incubacio (h)

Taxa de fermentacdo (h-1)

Figura 1 — Taxa de fermentacdo (i) da matéria organica do pseudofruto de clones de cajueiro

(Anacardium occidentale L.).
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As maiores taxas de fermentagdo (1) nos tempos iniciais de incubacgéo séo devidas
a degradacdo dos CNF (Bueno et al.,2010). Os valores de p foram superiores aos
obtidos por Nogueira et al. (2006), de 0,013 a 0,056 h™*, com substratos com diferentes
concentracdes de carboidratos soluveis, e aos reportados por Azevedo et al. (2009), de
0,06 20,08 h™.

As curvas de producdo de gases da MO dos pseudofrutos de clones de cajueiro
apresentaram dois picos: as 4 horas, com maior producdo, e as 16 horas (Figura 2),
comportamento semelhante ao observado por Mauricio et al. (2003). A energia utilizada
pelos microrganismos nas primeiras horas de incubacdo é proveniente, quase que
totalmente, da fermentacdo dos carboidratos ndo-fibrosos (Azevédo et al., 2003), o que
condiz com a maior velocidade de producdo de gases nos tempos iniciais. O segundo

pico de producéo de gases esta relacionado a fermentacdo dos carboidratos fibrosos.

50~
= 15 ——CCPOG
E 4'[_]' . —m—CCP76
Z :E} - —a— CCP09
;;"L.‘[ ;; ] ——CCP1001
o 20 ——BRS189
s 4
S 15 A
B 10 4
g5

0 T T T T T T T T !

2 4 6 8 10 12 16 20 24
Tempo (h)

Figura 2 — Produgdo de gases da matéria organica do pseudofruto de clones de cajueiro (Anacardium
occidentale L.).

Os pseudofrutos nao diferiram (P>0,05) quanto a producdo cumulativa de gases

(Figura 3), apesar da menor concentragdo de FDA para BRS189 e CCP1001 em relagéo

a CCPQ9, CCP76 e CCPO06 e da correlacdo negativa (r=-0,50764; P=0,0223) do teor de

FDA com o volume de gases produzidos. Esses resultados diferem do obtido por
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Azevedo et al. (2009) ao obterem diferencas entre os pseudofrutos incubados por 72
horas, 0 que pode estar associado a diferenca na composicdo e concentracdo dos
carboidratos das amostras e as condi¢cGes experimentais, principalmente em relacdo a

quantidade de inoculo e ao tempo de incubacao.

50

=y 250 -

2 -

3 200 —— CCPOG
5 150 —8—CCP76

B —— CCP09
Er 100 —<— CCP1001
S —+—BRS189
th

B

£

Tempo (h)

Figura 3 - Curvas de producdo cumulativa de gases da matéria organica do pseudofruto de clones de

cajueiro (Anacardium occidentale L.).

Fermentacédo e degradacédo ruminal em 72 horas de incubagdo

O CCP1001 e BRS 189 resultaram em maiores (P<0,05) Vf; (Tabela 4), devido a
maior concentracdo de CNF em relacdo a CCP06, menores de EE em relacdo a CCPO06 e
CCP76, e de FDA em relacdo a CCP06, CCP76 e CCPQ9, justificado pelas correlagdes
do Vf; com os CNF (r=0,73260; P=0,0001), do Vf; com o EE (r=-0,82058; P=0,0001) e
do Vf; com a FDA (r=-0,60924; P=0,0001), corroborando com Mello et al. (2006).

Menores valores (P<0,05) de Vf, foram verificados para os CCP06, CCP76 e
CCP09, devido a interferéncia da fracdo FDA sobre a fermentabilidade destes
pseudofrutos. Para todos os pseudofrutos, obteve-se maior valor para Vf, em relacao a
Vf1, indicando que os carboidratos fibrosos potencialmente degradaveis, constituem a

principal fracdo de carboidratos nos pseudofrutos de clones de cajueiro. Cabral et al.
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(2004) também obtiveram maior valor de Vf; em relacdo ao Vf; com feno de capim-

Tifton-85 e silagem de capim-elefante.

Tabela 4. Cinética de fermentacdo ruminal da matéria organica do pseudofruto de clones de cajueiro

(Anacardium occidentale L.) apds 72 horas de incubacao

. L Clones
Parametro
CCP06  CCP76 CCP09 CCP1001 BRS189 EPM?2

Vf, (mL/g MO) 49,07 59,1° 76,3° 85,5 82,8° 5,53
Vf,(mL/g MO)  117,8° 117,1° 110,2° 133,9° 142,6° 6,31
¢ (/) 0,116 0,137° 0,168" 0,160° 0,200° 0,02
c2 (/) 0,019" 0,020° 0,022 0,022 0,022 0,00
L (h) 4,1° 4,1° 4,2° 4,3° 5,22 0,25

Vf,=extensdo de degradacio da fracdo soltvel de digestéo rapida; Vf, =extenséo de degradacéo da
fracdo insolUvel de digestdo lenta; c;=taxa de degradagio de ‘Vf;’; c,=taxa de degradacao de ‘Vf,’;
L=tempo de colonizacdo.

’EPM =Erro padrdo da média.

*Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha nao diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

O BRS189 apresentou maior c;, certamente em razdo do menor (P<0,05) teor de
FDN, sustentada pela correlacdo negativa do ¢; com FDN (r=-0,77603;P=0,0001), de
acordo com Cabral et al. (2004),que obtiveram menor taxa de degradacdo associada ao
elevado teor de FDN. O CCP09, CCP1001 e BRS189 apresentaram maiores (P<0,05)
valores de ¢, que podem ter sido influenciados pela concentracdo de EE, pois foi
verificada correlagdo negativa de cocom o teor de EE (r=-0,75526; P=0,0001).

Maior tempo de coloniza¢do do substrato (L) foi observado para o0 BRS189 em
relacdo aos demais pseudofrutos. A reducdo no tempo de colonizacdo é favorecida pela
presenca de substratos prontamente fermentaveis e por caracteristicas fisicas e quimicas
da parede celular, capazes de facilitar a colonizagdo microbiana (Nogueira et al., 2006;
Azevédo et al., 2003; Tomich et al., 2003) . Este resultado ndo era esperado, pois o
BRS189 apresentou menor (P<0,05) concentracdo de FDN em relacdo aos demais

pseudofrutos, menor (P<0,05) percentual de FDA em relacdo a CCP06, CCP76 e
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1 CCPO09, maior (P<0,05) concentracdo de CNF em relacdo a CCP06 e CCP76, além de

N

menor (P<0,05) percentual de EE em relacdo a CCP06 e CCP76.
3 A maior producao cumulativa de gases (PCG) foi obtida para os clones BRS189 e

4  CCP1001, seguidos por CCP09, CCP76 e CCP06 (Figura 4).

5
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g 50 —+—BRS189
<
g 0 .
A 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)
6
7 Figura 4 - Producdo cumulativa de gases da matéria organica do pseudofruto de clones de cajueiro
8 (Anacardium occidentale L.).
9
10 O CCP1001 apresentou leve diminuicdo na producdo de gases ap6s 48 horas de

11  incubacdo em relacdo a BRS189, assim como na DMO (Figura 5), sugerindo possivel

12  interferéncia da FDN.

13
5 1000 ~
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15 Figura 5 — Cinética de degradacdo da matéria organica do pseudofruto de clones de cajueiro (Anacardium
16 occidentale L.).
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Houve diferenca (P<0,05) entre os pseudofrutos para a DMO em todos 0s tempos

de incubacédo (Tabela 5).

Tabela 5. Desaparecimento da matéria organica (g/kg) do pseudofruto de clones de cajueiro (Anacardium
occidentale L.) em funcdo dos tempos de incubacéo

Clones

Horarios EPM!
CCP06  CCP76 CCP09 CCP1001 BRS189

04 horas 433" 482° 493° 509° 5347 41,92

24 horas 549° 569° 545° 615° 610° 29,87

48 horas 638% 619 654° 697" 726° 25,80

72 horas 659" 668" 644" 732° 754 26,79

'EPM=Erro padrio da média.
*Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

Os clones BRS189, CCP1001, CCP09 e CCP76 resultaram em maiores (P<0,05)
DMO com 04 horas de incubacdo (DMOO04), o que pode estar associado as
concentracdes de CNF, pois foi verificada correlacédo positiva (r=0,78195; P<0,0001) da
DMOO04 com a concentracao de CNF.

As 24 horas de incubacdo, os clones CCP1001 e BRS189 possibilitaram maior
(P<0,05) DMO em relacdo aos demais pseudofrutos, em virtude dos menores (P<0,05)
teores de FDA, pois houve elevada correlacdo negativa (r=-0,82432; P<0,0001) da
DMO24 com o teor de FDA. No tempo 48 horas de incubacdo, o clone BRS189
apresentou maior (P<0,05) DMO, em funcdo do menor (P<0,05) teor de LDA em
relagdo a CCP09 e CCP76, menor de FDA em relagédo a CCP09, CCP06 e CCP76, e de
FDN em relagdo a CCP06, CCP76, CCP09 e CCP1001, sustentada pela correlagdo
negativa da DMO48 com o teor de LDA (r=-0,71549; P<0,0001), de FDA (-0,89069;
P<0,0001) e de FDN (r=-0,70426; P<0,0001). As 72 horas de incubagio maior (P<0,05)
DMO foi observada para os clones BRS189 e CCP1001, indicando interferéncia da
FDA na DMO, justificada pela correlacdo negativa (r=-0,94509; P=0,0001) da DMQO72

com o teor de FDA.
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Os clones BRS189, CCP1001 e CCPQ9 apresentaram maior (P<0,05) fracéo
solavel em agua (A) em relacdo a CCP76 e CCP06 (Tabela 6), o que pode estar
relacionado ao maior (P<0,05) teor de CNF, fundamentado na correlacdo positiva

(r=0,39767; P=0,0111) do teor de CNF com a fragédo A.

Tabela 6. Médias dos pardmetros do modelo de @rskov e McDonald (1979) para a degradabilidade da

matéria organica do pseudofruto de clones de cajueiro (Anacardium occidentale L.)

Parametrost Clones ,
CCP06 CCP76 CCP09 CCP1001 BRS189 EPM
Matematico
a 394,7° 439,7%* 473,0° 477,4° 502,7° 49,4
b 309,5° 263,1° 265,0° 327,4° 405,4° 53,8
Biolbgico
A 496,6° 523,9™ 546,0° 589,4° 592,0° 38,2
B 207,7° 178,9° 192,0° 215,4° 316,1° 67,7
A+B 704,3° 702,8° 738,0° 804,8" 908,0° 64,3
c 0,032 0,042 0,021 0,026 0,016 0,018
to 9,1% 7,1° 11,2% 12,2 12,6° 3,6
DE (k=0,02/h) 579,5° 604,2° 588,6° 649,0° 672,7° 28,6
DE (k=0,05/h) 511,8° 548,7° 538,9° 580,9%° 595,1° 32,8
DE (k=0,08/h) 480,8° 522,4% 519,5% 551,8° 566,2* 35,6

la e b sdo constantes matematicas do modelo; A é a solubilidade inicial, ou fracdo prontamente sollvel
(g9/kg); B é a fracdo insolGvel, mas potencialmente degradavel (g/kg); A+B é a degradabilidade potencial
(9/kg); c é a taxa fracional de degradacdo da fracdo B (/h); ty € o lag time (h); DE é a degradabilidade
efetiva (g/kg); k é a taxa de passagem das particulas.

EPM =Erro padréo da média.

*Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

O clone BRS189 apresentou maior (P<0,05) fragdo insollvel em &gua, mas
potencialmente degradavel (B) em relagdo aos demais pseudofrutos, o que pode estar
associado ao percentual de LDA, ja que a lignina faz parte da parede celular, formando
uma barreira e impedindo a aderéncia microbiana e hidrélise enzimatica da celulose e

hemicelulose (Rodrigues et al., 2004). A taxa de degradacdo da fracdo insollvel, mas
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potencialmente degradavel (c), ndo diferiu (P>0,05) entre os pseudofrutos, com média
2,7+2,7, possivelmente em virtude do elevado valor do erro padrdo da média (EPM).

O clone CCP76 proporcionou menor (P<0,05) lag time (to) em relacdo a BRS189
e CCP1001. Entretanto, esperava-se para os clones BRS189 e CCP1001 os menores
valores neste parametro por apresentarem menor teor de FDA e consequente maior
fracdo de CNF em relacdo ao CCPO06.

A maior (P<0,05) degradabilidade efetiva (DE) para taxa de passagem de 2,0%/h
foram obtidas para os clones BRS189 e CCP1001. Este resultado esta relacionado aos
menores (P<0,05) percentuais de FDA obtidos para estes pseudofrutos, sustentada pela
correlacdo negativa de DE-2%/h com FDA (r=0,93908; P<0,0001), estando de acordo
com Tomich et al. (2003), que também obtiveram uma correlacdo negativa entre o teor
de FDA e a DE da matéria seca. Os clones BRS189 e CCP1001 possibilitaram maior
(P<0,05) DE-5%/h em relacdo a CCP09 e CCPO06, devido ao menor teor de FDA, pois
verificou-se correlacdo negativa de DE-5%/h com FDA (r=-0,84256; P<0,05). Os
valores de DE-8%/h foram maiores (P<0,05) para os clones BRS189 e CCP1001 em
relacdo ao CCP06 em funcdo da maior (P<0,05) concentracdo de CNF, justificado pela

correlacdo positiva da DE-8%/h com os CNF (r=0,79929; P<0,0001).

Conclusdes
O pseudofruto de clone de cajueiro BRS189 apresentou maior degradabilidade
potencial da matéria orgénica, no entanto, considerando a importancia da
degradabilidade efetiva, por envolver as taxas de degradacdo e passagem, 0s
pseudofrutos dos clones BRS189 e CCP1001 mostram-se superiores, com destaque para
0 BRS189, pelos melhores valores para os parametros de cinética de fermentacéo,

justificado pelo menor teor de FDN deste subproduto.
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Fermentacéo ruminal e mitigacdo de metano de dietas para ovinos contendo

pseudofrutos de clones de cajueiro

RESUMO: Objetivou-se com este trabalho avaliar dietas para ovinos contendo
pseudofrutos de clones de cajueiro (CCP06 e BRS189) a partir da degradagéo ruminal
da matéria orgénica (DMO) e matéria organica verdadeiramente degradavel (MOVD),
da degradacdo ruminal (PDR) e intestinal (PDI) da proteina bruta, dos produtos da
fermentacdo ruminal e dos parametros cinéticos de fermentacdo ruminal, utilizando-se
as técnicas in vitro semi-automatica de producdo de gases e de trés estagios. As dietas
avaliadas foram incubadas com meio nutritivo, indculo ruminal e CO,. As leituras de
pressdo foram realizadas em horarios pré-estabelecidos para cada ensaio. Foram
realizados dois ensaios: o primeiro, com 24 horas de incubacdo e o segundo, com 72
horas de incubagdo. Os ensaios foram montados em delineamento em blocos
casualizados, com sete tratamentos e trés repeticGes e as médias comparadas pelo teste
de SNK (5%). As dietas contendo 15% e 30% de inclusdo do pseudofruto BRS189
(DBRS189-15% e DBRS189-30%) apresentaram os maiores valores de DMO, porém a
dieta contendo 15% do pseudofruto BRS189 (DBRS189-15%) apresentou maior
MOVD. As dietas apresentaram semelhante fator de particdo (FP), exceto a
DCCP0615%. As dietas ndo diferiram quanto a concentracdo de acido acético, mas a
DBRS189-45% apresentou maior concentracdo de acido propiénico. A DCCP06-15%
apresentou maior valor de PDR, porém ndo houve diferencas entre as dietas para a
proteina digestivel no intestino (PDI). As dietas contendo os pseudofrutos CCP06-30%,
CCP06-45%, BRS189-15%, BRS189-30% e BRS189-45% apresentam maior eficiéncia
de sintese microbiana, porém as dietas DBRS189-15% e DBRS189-30% apresentam-se
como mais promissoras pela maior degradabilidade da matéria organica As dietas
contendo os pseudofrutos CCP06-30%, CCP06-45%, BRS189-15%, BRS189-30% e
BRS189-45% apresentam maior eficiéncia de sintese microbiana, porém as DBRS189-
15% e DBRS189-30% apresentam-se como mais promissoras, pela maior
degradabilidade da matéria organica com destaque para a dieta DBRS189-15%, pela

maior degradabilidade da materia organica verdadeiramente degradada.

Palavras-chave: Acidos graxos de cadeia curta, Fermentacdo ruminal, metano,

protozoarios, ruminantes
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Rumen fermentation and methane mitigation of sheep diets containing
pseudofruits of cashew clones

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate sheep diets containing
pseudofruits of cashew clones (CCP06 and BRS189) through the organic matter rumen
degradation (OMD) and truly degraded organic matter (TDOM), rumen degradable
protein (RDP) and intestinal protein digestion (IPD), products of rumen fermentation
and rumen fermentation kinetics parameters, using the in vitro semi-automated gas
production and the three-stage techniques. The tested diets were incubated with nutritive
medium, rumen inoculum and CO2. Pressure readings were taken at pre-set times for
each test. Two experiments were conducted: the first one, with 24 h of incubation, and
the second one, with 72 h of incubation. The tests were planned as randomized block
designs with seven treatments and three repetitions. Means were compared by SNK test
(5%). Diets containing 15% and 30% of inclusion of BRS189 pseudofruits (DBRS189-
15% and DBRS189- 30%) presented the highest OMD values, but the diet containing
15% of BRS189 pseudofruits (DBRS189-15%) showed the highest TDOM. Diets had
similar partitioning factor (PF), except DCCP06-15%. Diets did not differ in
concentration of acetic acid, but DBRS189-45% presented the highest concentration of
propionic acid. DCCP06-15% showed the greatest RDP, but there were no differences
between diets for intestinal protein digestibility (IDP). Diets containing cashew
pseudofruits CCP06-30%, CCP06-45%, BRS189-15%, BRS189-30% and BRS189-45%
showed higher microbial synthesis efficiency, but the diets DBRS189-15% and
DBRS189-30% seemed to be as the most promising by the higher organic matter
degradability, with emphasis on diet DBRS189-15%, due to the highest truly degraded

organic matter content.

Key Words: short chain fat acids, rumen fermentation, methane, protozoa,

ruminants
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Introducéo

A fermentacdo realizada pelos microrganismos ruminais € um processo anaerobio
que converte os nutrientes presentes nos alimentos em acidos graxos de cadeia curta,
H,, CO,, metano, aménia e células microbianas (bactérias, protozoarios e fungos).

Os &cidos graxos produzidos durante a fermentacdo dos carboidratos representam
a principal fonte de energia para os ruminantes, correspondendo de 60 a 80% da energia
digestivel total (Furlan et al., 2006), com os acidos acético e butirico produzidos em
maior e menor quantidade, respectivamente. A formacdo dos acidos acético e butirico
envolve a liberacdo de H, e CO,, além da formacdo de metano pelas bactérias
metanogénicas (Wolin et al., 1997), representando de 6% a 18% da energia da dieta
perdida durante o processo fermentativo.

A producdo de amdnia no ramen é resultante da fermentacdo da proteina dos
alimentos pelos microrganismos e sua concentracao ruminal depende da disponibilidade
de carboidratos para promover a utilizacdo da amonia para sintese de aminoacidos e
crescimento microbiano. Todavia, altas proporces de amonia podem resultar em perdas
nitrogenadas se houver falta de esqueletos de carbono prontamente disponiveis para a
sintese de proteina microbiana (Russell et al., 1992). Assim, altas concentraces de
amonia estdo associadas ao excesso de proteina degradada no rdmen e/ou a baixa
concentracdo de carboidratos degradados no ramen (Ribeiro et al., 2001). Van Soest
(1994) sugere concentracdo minima de 10 mg/100 mL de amdnia para adequada
fermentacdo microbiana no ramen.

O conhecimento da degradacdo ruminal da matéria orgénica e da proteina bruta
dos alimentos é de grande importancia para se avaliar a qualidade e a quantidade de

nutrientes disponiveis aos microrganismos no ramen e que passam para o0 intestino
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(Barbosa et al., 1998), pois permite alterar os ingredientes das racdes, visando
maximizar a produtividade e minimizar custos.

A cajucultura é de grande importancia socio-econémica para a regido Nordeste do
Brasil, responsavel por 100% da exploracdo econémica, concentrando-se
principalmente, nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui (IBGE, 2010),
apresenta uma area cultivada de 754.863 ha, proporcionando uma producéo de 105.886
T de castanha de caju e mais de 952.974 T de pedunculos por ano. O principal objetivo
da exploracdo do cajueiro tem sido a obtencdo da castanha, de cujo beneficiamento
resulta a améndoa. Dessa pratica resulta grande quantidade de pedunculo que, ndo sendo
aproveitada, é abandonada no campo. Entretanto, os conhecimentos sobre a utilizagédo
desta cultura na alimentacdo animal sdo ainda bastante empiricos.

Neste sentido, objetivou-se avaliar dietas para ovinos contendo pseudofrutos de
clones de cajueiro a partir da degradacdo ruminal da matéria organica e matéria
organica verdadeiramente degradavel, da degradacdo ruminal e intestinal da proteina
bruta, dos produtos da fermentacdo ruminal e dos parametros cinéticos de fermentacao
ruminal, utilizando-se as técnicas in vitro semi-automatica de producdo de gases e de

trés estagios.

Material e Métodos
Esta pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Nutricio Animal do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo (LANA-CENA/USP), em
Piracicaba, SP.
Com base nos resultados do capitulo anterior foram selecionados os clones
BRS189 e o CCP06 por apresentarem maior e menor potencial nutritivo para uso na

alimentacdo de ruminantes, respectivamente. Os pseudofrutos dos clones de cajueiro
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BRS189 e CCP06 foram obtidos dos jardins clonais da Embrapa Agroindustria
Tropical, Estacdo Experimental de Pacajus, Ceara. Foram submetidos a pré-secagem ao
sol por 20 dias, para retirada de parte da umidade, e posteriormente levados a estufa
com ventilacdo forcada de ar a 55°C por 72 horas. Em seguida foram triturados em
moinho com peneira de crivos de 1 mm e armazenadas em recipientes fechados.
Avaliou-se sete dietas: sem adicdo de caju (0%) e com a inclusdo de trés niveis (15%,
30% e 45%) de pseudofrutos de dois clones de cajueiro, CCP06 (dietas CCP06) e
BRS189 (dietas BRS189) (Tabela 1). As dietas foram formuladas para atender as
exigéncias nutricionais de ovinos com 30 kg de peso vivo e ganho de peso diario de 200

g (NRC, 2007).

Tabela 1. Composicao percentual das dietas experimentais, com base na matéria seca (%)

Dietas

Ingredientes Dieta CCPO0O6 BRS189

controle 15% 30% 45% 15% 30% 45%
Capim-Tifton 85 50 48 46 41 50 50 40
Gréo de Milho 33 20 06 00 18 03 00
Farelo de soja 15 15 16 12 15 15 13
Premix* 02 02 02 02 02 02 02
Pseudofruto CCP06 - 15 30 45 - - -
Pseudofruto BRS189 - - - - 15 30 45
Total 100 100 100 100 100 100 100

*Niveis de garantia por kg do produto: Vitamina A 160.000 Ul, Vitamina D3 40.000 Ul, Vitamina E 520
Ul, célcio 210 g, fésforo 6 g, sédio 75 g, cloro 180 g, manganés 180 mg, zinco 180 mg, ferro 740 mg,

cobalto 10 mg, iodo 24 mg e selénio 2,2 mg.

A composicdo bromatoldgica das amostras (Tabela 2) foi obtida segundo AOAC
(1995) para matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB) e extrato
etéreo (EE). Fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e
lignina em detergente acido (LDA) foram determinadas de acordo com Van Soest et al.

(1991), realizadas de forma sequencial. Os contetdos de fendis totais (FT) e taninos
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totais (TT) foram analisados pelo método Folin-Ciocalteu, de taninos condensados

(TC), pelo método butanol-HCI, segundo procedimentos propostos por Makkar (2000).

Tabela 2. Composicdo bromatolégica de dietas para ovinos formuladas com pseudofrutos de clones de

cajueiro (Anacardium occidentale L.)

Clones Dietas
Constituinte? Dieta DCCP06 DBRS189
CCPO6 BRS189
controle 15% 30%  45% 15%  30% 45%
MS (%) 89,3 85,0 88,5 88,5 88,7 88,9 87,9 87,9 88,2
% na MS

MO 96,2 96,3 93,7 93,0 931 92,9 92,9 92,9 93,3
EE 5,2 2,6 2,2 2,5 2,7 2,9 2,3 2,0 2,1
PB 11,4 8,1 14,8 14,7 14,2 13,5 134 12,4 11,9
CHOT 79,6 85,7 76,9 736 76,2 76,5 77,2 78,6 78,9
NDT 64,6 76,9 66,1 575 60,1 58,3 66,3 59,5 68,5
CNF 42,1 58,8 22,5 19,3 25,5 22,1 22,5 26,6 36,1
FDA 28,2 18,4 24,4 28,1 28,6 32,6 27,6 28,8 25,4
FDN 37,4 26,9 54,4 54,3 50,8 54,3 54,7 52,0 42,7
CEL 13,0 6,9 22,2 22,8 19,6 22,9 23,2 24,0 19,3
HEM 9,3 8,6 30,0 26,2 22,1 21,7 27,2 23,2 17,4
LDA 15,2 11,4 2,2 53 9,0 9,7 44 4.8 6,1
FT* 35,6 14,8 4.7 8,7 14,4 15,9 5,6 6,5 7,7
TT* 21,3 8,9 2,7 5,0 91 91 31 3,5 4,5
TC** 1,3 2,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,2 0,3 0,5

IMS=matéria seca; MO=matéria organica; EE=extrato etéreo; PB=proteina bruta; CHOT=carboidratos

totais; NDT=nutrientes digestiveis totais; CNF=carboidrato ndo-fibrosos; FDA=fibra em detergente

acido; FDN=fibra em detergente neutro; CEL=celulose; HEM=hemicelulose; LDA=lignina em detergente

acido; FT=fendis totais; TT=taninos totais; TC=taninos condensados.

*Fendis totais e taninos totais: valores expressos em equivalente-grama de &cido tanico/kg de MS.

** Taninos condensados: valores expressos em equivalente-grama de leucocianidina/kg de MS.

Os carboidratos totais (CHOT), carboidratos ndo-fibrosos (CNF) e hemicelulose

(HEM) foram estimados segundo as equagOes propostas por Sniffen et al. (1992) para

CHOT e Van Soest et al. (1991) para CNF e HEM.

CHOT=100 - (%PB + %EE + %MM),

CNF=100 — (%PB+ %EE + %MM + %FDN),
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HEM=FDN - FDA.

A estimativa dos percentuais de nutrientes digestiveis totais (NDT) foi realizada
segundo Cappelle et al. (2001): NDT=3,71095 — 0,129014FDN + 1,02278DMO
(R?=0,99; P<0,01), em que FDN ¢ a fibra em detergente neutro e DMO a digestibilidade
da matéria organica.

Os parametros de fermentacao e degradacdo ruminal foram estimados pela técnica
in vitro semi-automatica de producdo de gases, segundo Mauricio et al. (1999) e Bueno
et al. (2005), utilizando-se dois tempos finais de incubacdo. No ensaio com incubacéo
por 24 horas estimou-se a degradacdo ruminal da matéria organica (DMO), da mateéria
organica verdadeiramente degradavel (MOVD), a populacdo de protozoarios e 0s
produtos da fermentacdo ruminal: producdo total de gases (PG), metano (CHy),
nitrogénio amoniacal (N-NHs;) e acidos graxos de cadeia curta (AGCC). No segundo
ensaio, com tempo final de incubacgdo 72 horas, determinou-se a degradacdo ruminal da
matéria organica e a cinética de fermentagdo, usando-se os parametros do modelo de
France et al. (1993).

Nos dois ensaios utilizaram-se trés indculos ruminais, provenientes, cada, de dois
ovinos da raca Santa Inés, adultos, castrados e com canula ruminal, alimentados com
dieta composta dos capins braquiaria e elefante Napier a vontade e 300g/animal/dia de
concentrado a base de grédo de milho triturado, farelo de soja e suplemento mineral e
vitaminico, formuladas de acordo com recomendagdes do NRC (2007). Os inoculos
foram preparados ap6s coleta das fracoes solida e liquida do conteudo ruminal as 6h30 e
consistiu da homogeneizacdo dessas fragdes, na proporcao de 1:1, por 10 segundos, em
liquidificador e filtracdo em duas camadas de tecido de algoddo. O meio nutritivo foi

preparado conforme descrito por Theodorou et al. (1994), a partir de solu¢es de micro



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

67

e macrominerais, tampdo, redutora e indicadora. Até o momento da utilizacdo o inoculo

ruminal e 0 meio nutritivo foram continuamente saturados com CO, e mantidos a 39°C.

Ensaio in vitro com incubacéo por 24 horas

Em frascos de vidro com capacidade para 160 mL, adicionou-se 0,5 g de amostra
das dietas, 50 mL de meio nutritivo, 25 mL de inéculo ruminal e CO; (Bueno et al.,
2005). Os frascos foram vedados com rolhas de borracha e lacres de aluminio e levados
a estufa com circulagdo forcada de ar a 39°C, apds retirada dos gases produzidos nesta
fase inicial. Foram utilizados seis frascos por tratamento e por indculo para medir a
producdo de gases, dos quais: dois foram utilizados para estimar a degradabilidade da
matéria organica no final do periodo de incubacdo de 24 h; dois para a coleta de gases,
em hordrios pré-estabelecidos, para quantificacdo de metano e no final do periodo de
incubacdo de 24 h os mesmos foram utilizados para a determinacdo da matéria organica
verdadeiramente degradada e dois para estimar a concentracdo de nitrogénio amoniacal,
de 4cidos graxos de cadeia curta e a populacdo de protozoarios. Para as correcdes dos
dados dos parametros avaliados, foram incubados seis frascos por inéculo, considerados
brancos, contendo apenas indculo ruminal e meio nutritivo e como controle utilizou-se
seis frascos por indculo contendo feno de Tifton 85 (Cynodon spp) - padrdo interno do
LANA/CENA-USP, com perfil da producédo de gases conhecido.

O volume de gases produzidos foi estimado a partir das leituras de presséo
(psi=libra por polegada ao quadrado) as 3, 6, 12, 16 e 24 horas de incubacdo, com o
auxilio de um medidor de presséo (Pressdata 800, LANA/CENA-USP, Piracicaba/SP),
adotando-se a equacdo V=-0,053p+7,335p, definida para as condigdes laboratoriais e

do ensaio, sendo: V=volume de gases (mL) e p=pressao (psi).
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Para a quantificacdo do metano produzido foram amostrados, ap6s cada leitura de
pressdo, 2 mL de gases (totalizando 10 mL de gases por amostra) em tubo “vacutainer”.
As concentracbes de CH,; foram determinadas por cromatografia gasosa
(ShimadzuGC2014) usando-se como padrdo o gas metano (99%), com detector a 240°C
e coluna Shincarbon a 60°C. A curva de calibracdo foi obtida injetando-se
concentracdes conhecidas de uma mistura padrdo de CH4 e CO, (Longo et al., 2006).

Apbs a dltima leitura, foram retiradas dos frascos amostras para a determinacéao
das concentracbes de AGCC, de N-NHj;, populacdo de protozoarios e estimada a
degradacdo ruminal da matéria organica (DMO) e da matéria organica verdadeiramente
degradavel (MOVD).

Para determinacdo da concentracdo de AGCC retirou-se 20 mL do conteudo dos
frascos e colocou-se em recipientes plasticos, sendo conservados a -10°C até realizagdo
das andlises. Apos descongeladas, as amostras foram centrifugadas a 15.000 g (4°C),
durante 50 minutos, e o sobrenadante analisado em cromatdgrafo liquido-gasoso
(Hewlett Packard 5890 Series Il GC), equipado com integrador (Hewlett Packard 3396
Series Il Integrator) e injetor automatico (Hewlett Packard 6890 Series Injector). O
padrdo interno utilizado foi o acido 2-metilbutirico sendo acrescentado, em cada tubo,
100ul do padréo interno, 800ul da amostra e 200ul de &cido formico. Uma mistura de
acidos graxos volateis com concentracdo conhecida foi utilizada como padréo externo
para a calibracdo do integrador, segundo Campos et al. (2004).

A concentracdo de N-NH; foi determinada tomando-se aliquotas de 5 mL do
contetdo dos frascos e centrifugando-as a 3.000 rpm por 15 minutos. Retirou-se 1 mL
do sobrenadante e destilou-se em aparelho micro-kjeldahl, utilizando-se acido borico
como solucdo receptora, seguido de titulacdo com solugdo de HCI 0,01 N (Nogueira e

Souza, 2005).
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Para quantificacdo da populacdo de protozoarios retirou-se 1 mL do conteido dos
frascos e colocou-o0s em recipientes contendo 2 mL de solucdo de formaldeido 40% na
proporcdo 1:1, para fixacdo dos protozoarios. Os recipientes foram refrigerados até o
momento da contagem dos protozoarios, que foi realizada com o auxilio de um
microscopio optico e de uma camara de Neubauer.

Para estimativa da degradacdo ruminal da matéria organica (DMO), transferiram-
se os conteidos dos frascos para cadinhos filtrantes n° 2 para secagem em estufa a
105°C por 24 horas, pesagem, incineracdo em mufla a 550°C por 4 h e nova pesagem. A
DMO foi obtida pela diferenca entre a quantidade de amostra inicial e final, corrigida
para cinzas. A partir da matéria organica degradada (mg) e do volume total de gases
produzidos (mL) foi determinado o fator de particdo (FP), de acordo com Blummel et
al. (1997), que foi usado como indice de eficiéncia de sintese microbiana.

Para determinacdo da matéria organica verdadeiramente degradada (MOVD),
adicionou-se aos frascos 75 mL de solucdo de detergente neutro, mantendo-os em estufa
a 105°C por 3 h. Apos esse periodo, o contelido dos mesmos foi transferido para
cadinhos filtrantes n° 2 e o material retido foi lavado com agua destilada quente e 50 mL
de acetona. Em seguida, foram secos em estufa com ventilacdo forcada de ar a 105°C
por 12 h, pesados e encaminhados a mufla por 4 h a 550°C e pesados.

Adotou-se o delineamento experimental de blocos casualizados, com sete
tratamentos (dietas) e trés repeti¢cdes (inoculos). Os dados foram submetidos a analise
da variancia pelo procedimento de Modelos Lineares Generalizados (PROC GLM) do
SAS; para comparacdo das medias, adotou-se o teste Student-Newman-Keuls (SNK) a 5%
de probabilidade e as correlagGes entre as variaveis, foram estudadas pelo coeficiente de

Pearson a 5% de probabilidade, utilizando-se o pacote estatistico SAS (1999).
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Ensaio in vitro com incubacéo por 72 horas

Em frascos de vidro com capacidade para 160 mL, adicionou-se 1,0 g de amostra
das dietas, 90 mL de meio nutritivo, 10 mL de inoculo ruminal e CO,. Os frascos foram
vedados com rolhas de borracha e lacres de aluminio e levados a estufa com circulacédo
forcada de ar a 39°C, apés retirada dos gases produzidos nesta fase inicial. Foram
utilizados dois frascos por tratamento e por inéculo, os quais foram utilizados para
estimativa da cinética de fermentacdo e apds leitura de pressdo as 72 h de incubacgédo
foram utilizados para estimar a degradabilidade ruminal da matéria organica. Para as
correcdes dos dados dos parametros avaliados, foram incubados dois frascos por
indculo contendo apenas indculo ruminal e meio nutritivo e como controle utilizou-se
dois frascos por indculo contendo feno de Tifton 85 (Cynodon spp) - padréo interno do
LANA/CENA-USP, com perfil da producédo de gases conhecido.

Os volumes de gases produzidos foram estimados a partir das leituras de pressao
(psi=libra por polegada ao quadrado) as 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 60 e 72 horas de
incubacdo, com o auxilio de um medidor de pressdo (Pressdata 800, LANA/CENA-
USP, Piracicaba/SP), adotando-se a equagdo \V=0,139p*+4,467p, em que V corresponde
ao volume de gases (mL) e p a pressao (psi).

As curvas de producdo cumulativa de gases da matéria organica foram ajustadas
utilizando-se o modelo proposto por France et al. (1993):

= 1-’F{l — e.\:p[—b[t —L)— C[:w.,'Ft — w.,I}]},
Em que: Vy=produgdo cumulativa de gases no tempo t, Ve=potencial maximo de
producdo de gases (assintota), L=tempo de colonizacdo, t=tempo de incubacédo, b e

c=taxas fracionais constantes.
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A taxa de fermentagdo (p) € o tempo necessario para atingir a metade do potencial
de producdo de gases (T%2) foram obtidos pelo modelo proposto por France et al.
(1993), no qual p é determinada por:

n=hb+c/ [2 '-.f'Ft}

—c/2+ !'I(cf,@ +b(bL+ /L + In2))
Ti4 N
) b

A relacdo G48/G72 (REL1), que sugere quanto da fermentacdo foi atingida nas
primeiras 48 horas em relacdo a fermentacdo observada total (G72), e a relacdo G72/Vf
(REL2), que representa quanto da fermentacdo observada total (G72) se aproxima do
potencial de producdo de gases (Vf), foram estimadas de acordo com Bueno et al.
(2005).

A degradacdo da matéria organica (DMO) foi estimada por diferenca entre a
amostra incubada inicialmente e a final. Ap6s a ultima leitura, os frascos foram
resfriados para cessar a fermentacdo e o contelido transferido para cadinhos filtrantes n°
2 para secagem em estufa com ventilagdo forcada de ar a 105°C por 24 h, pesagem,
incineragdo da matéria organica em mufla a 550°C por 4 h e nova pesagem.

As curvas de ajuste e as estimativas dos parametros de interesse biologico foram
realizadas pelo processo interativo de Gauss Newton modificado por meio do
procedimento para modelos ndo-lineares (PROC NLIN) do SAS (1999). O
delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados, com sete tratamentos
(dietas) e trés repeticbes (indculos). Os dados foram submetidos a anélise da variancia
pelo procedimento de Modelos Lineares Generalizados (PROC GLM) do SAS; para

comparacao das médias, adotou-se o teste SNK a 5% de probabilidade e as correlacfes
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entre as variaveis, foram estudadas pelo coeficiente de Pearson a 5% de probabilidade,

utilizando-se o pacote estatistico SAS (1999).

Determinacdo da proteina degradada no rumen, proteina ndo degradada no
rimen e proteina pés-rumen

Para estimativa da proteina degradada no rumen (PDR), utilizou-se a metodologia
descrita por Calsamiglia e Stern (1995), com adaptacdes. A incubacéo foi realizada em
incubadora in vitro modelo TE-150 (Tecnal), utilizando-se trés indculos diferentes, cada
um proveniente de dois doadores. As amostras, cerca de 2 g, foram colocadas em
sacolinhas de nailon previamente pesadas e identificadas, distribuidas em trés sacos de
nailon maiores, um para cada tipo de inoculo. As amostras foram incubadas por 16
horas a 39°C, com 1.300 mL de meio nutritivo, 650 mL de in6culo ruminal e CO,. Apds
este periodo, as sacolinhas foram lavadas em agua corrente por aproximadamente 2
horas e, posteriormente, em maquina de lavar por 1,5 hora, trocando-se a agua a cada 15
minutos. Depois, foram congeladas a -10°C por uma noite e novamente lavadas por 30
minutos. Apds secas em estufa com ventilacéo forcada de ar a 50°C por 48 horas, foram
pesadas. Nos residuos determinou-se 0s teores de nitrogénio e calculou-se as
concentragfes de proteina. A proteina degradada no rdmen foi determinada pela
equacéo:

Proteina da dieta — Proteina do residuo
PDR = - : x 100
Proteina da dieta

A estimativa da digestibilidade intestinal in vitro da PNDR, ou seja, da proteina
digestivel no intestino (PDI), foi obtida por meio da técnica de trés estagios, conforme
Calsamiglia e Stern (1995). Incubou-se 0,5 g do residuo apds 16 h de incubacéo in vitro,
com 10 mL de solugdo 0,1 N de HCI contendo 1 g/L de pepsina (pH=1,9) durante 1

hora, a 39°C. Posteriormente, foram adicionados 0,5 mL de solucdo 1 N de NaOH para
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neutralizacdo do pH e 13,5 mL de solucdo de pancreatina (0,5 M de solucdo de
KH,PO,, pH=7,8) contendo 50 ppm de thymol, para prevenir o crescimento microbiano,
e 3 g/L de pancreatina, durante 24 horas, a 39°C. Em seguida, adicionou-se 3 mL de
acido tri-cloro acético (TCA) a 100%, por 15 minutos, para precipitacdo da proteina. A
centrifugacdo foi realizada a 9.500 rpm por 15 minutos e, no sobrenadante, quantificado
o teor de proteina soluvel (AOAC, 1995). A PDI foi calculada a partir da PB digerida
apos incubacdo com pepsina e pancreatina e da proteina incubada, em percentagem.
Adotou-se o delineamento experimental em blocos casualizados com sete
tratamentos (dietas) e trés repeticbes (inoculos). Os dados foram submetidos a analise
da variancia pelo procedimento de Modelo Lineares Generalizados (PROC GLM) do
SAS, e as médias compradas pelo teste de SNK a 5% de probabilidade e as correlagdes
entre as variaveis, foram estudadas pelo coeficiente de Pearson a 5% de probabilidade,

utilizando-se o pacote estatistico SAS (1999).

Resultados e Discusséo

Degradabilidade, producéo de gases e parametros ruminais in vitro em 24 horas de
incubacéo

As dietas diferiram (P<0,05) quanto & producdo cumulativa de gases (PCG) nos
tempos de incubacéo, exceto as 16 horas (Tabela 3). A inclusdo de 45% do pseudofruto
do BRS189 resultou em maior (P<0,05) PCG ate as 12 horas de incubacéo,
provavelmente devido a maior concentracdo de CNF, fundamentado na correlagédo
positiva entre CNF e PCG as 3 h (r=0,70624; P=0,0003), 6 h (r=0,67478; P=0,0008) e
12 h (r=0,53829; P=0,0118). A energia utilizada pelos microrganismos nas primeiras

horas de incubacao corresponde, quase que totalmente, a fermentacdo dos CNF, o que
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condiz com a maior velocidade de producdo de gases nos tempos iniciais (Azevédo et

al., 2003).

Tabela 3. Produgdo cumulativa de gases da matéria organica de dietas contendo pseudofruto de clones de

cajueiro (Anacardium occidentale L.) pela técnica in vitro semi-automatica de producdo de

gases
Producdo cumulativa de gases (mL/g MO)

Dietas!

3h 6h 12 h 16 h 24 h
Dieta controle 13,7° 36,5¢ 86,7° 143,4° 179,5%
DCCP06-15% 16,6¢ 47,2 87,8" 134,2° 165,5%®
DCCP06-30% 18,8% 45,4 85,2" 131,7° 155,4%®
DCCP06-45% 23,1° 54,0° 92,7° 122,6° 140,7°
DBRS189-15% 18,6“ 47,2 97,2° 148,6° 179,42
DBRS189-30% 21,1 50,7% 90,5° 123,0° 144,7°
DBRS189-45% 28,0° 62,6 105,6° 138,6° 160,1%
Epm!? 1,5 3,9 4,4 9,2 10,2

'DCCP06-15%, DCCP06-30% e DCCP06-45% correspondem, respectivamente, a dietas contendo 15%,
30% e 45% de inclusdo de pseudofruto do clone de cajueiro CCP06; DBRS189-15%, DBRS189-30% e
DBRS189-45% correspondem, respectivamente, a dietas contendo 15%, 30% e 45% de inclusdo de
pseudofruto do clone de cajueiro BRS189.

’EPM=Erro padrdo da média.

*Meédias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

As 16 h de incubagio ndo houve diferenca (P>0,05) entre as dietas para a PCG. O
maior volume de gases produzido neste tempo de incubagdo parece estar associado a
contribuicdo da degradacédo da fracdo FDN e, consequentemente, producdo de acetato
(Nogueira et al., 2006), j& que os CNF véo tornando-se escassos com o decorrer da
fermentacao (Bueno et al., 2010).

Quanto @ PCG em 24 h de incubacdo, os maiores valores (P>0,05) foram
observados para as dietas controle e DBRS189-15% em relacdo as dietas DBRS189-
30% e DCCP06-45% (Tabela 4), provavelmente em funcdo do maior percentual de

HEM (r=0,57304; P=0,0066). Entretanto, para DMO, néo houve efeito de dieta.
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Tabela 4. Pardmetros de fermentagdo ruminal e de degradacéo de dietas contendo pseudofruto de clones

de cajueiro (Anacardium occidentale L.) apds 24 horas de incubacéo

Dietas
Parametrost Dieta CCP06 BRS189 EPM’
controle 15%  30%  45% 15%  30%  45%
PG (mL/g MO) 180° 166®  155®  141° 179 145°  160® 10,6
DMO (g/kg) 678° 594 616  602° 681°  611° 688" 58,2
FP (mg MOD/mL) 3,6% 33" 35% 43 35 38® 37 0.2
MOVD (g/kg) 742° 672° 633"  617° 724° 642 663" 17
CH, (%) 3,8° 3,8° 39°  32° 51* 34> 39° 05
CH, (mL/g MO) 19,2 19,2 19,0  14,6° 26,8° 162" 197° 18
CH, (mL/g MOVD) 31,5° 348" 364" 26,8 453*  310° 363" 4,0
C2 (umol/mL) 40,4° 41,2 41,8 40,2° 39,7 358" 395" 4,0
C3 (umol/mL) 11,6° 11,2°  115° 11,7° 11,3 115" 133" 05
C4 (umol/mL) 9,5° 89° 83" 76 82™ 76° 80° 01
c2/C3 3,5 3,7 36° 34 35  31*  30° 03
AGCC(umol/mL) 61,4° 61,3 616" 59,4° 59,2° 54,9 60,8 44
Protozoarios (10%/mL) 4,5° 48  36® 38" 44 29° 35 05
N-NH;(mg/100 mL) 31,7 30,6° 29,1° 284° 29,2° 293" 280° 00

'PG=producéio de gases; DMO=degradacdo ruminal da matéria organica; FP=fator de particéo;
MOVD=matéria organica verdadeiramente degradada; CH,=metano; C2=4cido acético; C3=4cido
propidnico; C4=4cido butirico; AGCC=4cidos graxos de cadeia curta; N-NH;=nitrogénio amoniacal.
‘EPM=Erro padrdo da média.

*Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

N&o houve correlacdo significativa (P>0,05) entre a PCG e a DMO, confirmando
a necessidade de se determinar a PCG em conjunto com a DMO. As dietas diferiram
(P<0,05) quanto ao fator de particdo (FP) e encontram-se dentro de valores citados por
Makkar (2004), de 2,7 a 4,4 mg de MOD/mL de gases produzido. Maior (P<0,05) FP
foi obtido para dieta DCCP06-45% em relacdo a DCCP06-15%, indicando maior
eficiéncia de sintese microbiana para a dieta DCCP06-45%.

A produgdo de CH,4 apresentou variacdo de até 37,3% entre as dietas. A dieta
DBRS189-15% apresentou maior (P<0,05) teor de CH,4 (%, mL/g MO e mL/g MOVD)

em relacdo as demais dietas, o que pode estar relacionado a concentracdo de LDA,
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justificada pela correlacdo negativa (r=-0,48604; P=0,0255) do teor de LDA com a
producdo de CH; (mL/g MO). O menor teor de LDA nesta dieta influenciou
positivamente a disponibilidade da FDN para a fermentacdo, com consequente liberacao
de H, e maior producdo de metano (Rodrigues et al., 2004).

Houve correlacdo negativa (r=-0,494; P=0,0227) entre o FP (mg MOD/mL) e a
producdo de CH,; (mL/g MO). Assim, esperava-se para a dieta DCCP06-15% maior
producdo de CH4 (mL/g DMO) em relacdo a DCCP06-45%, o que ndo ocorreu. Abdalla
et al. (2008) também observaram correlacdo negativa (P<0,05) do FP (mg MOVD/mL)
com a producdo de CH4 (mL/g MOVD) em dietas contendo subprodutos da industria de
biodiesel na alimentacdo de ruminantes. A dieta DCCP06-45% em relacdo a DCCPO06-
15% pode resultar em maior consumo pelos animais, por apresentar maior FP (Blimmel
et al., 2005).

As dietas controle e DBRS189-15% apresentaram maiores (P<0,05) valores para
MOVD em relacdo as demais dietas. Foram encontradas correlacdes dos teores de FDA
(r=-0,68557; P=0,0006), HEM (r=0,68589; P=0,0006) e LDA (r=-0,68299; P=0,0006)
com a MOVD. No entanto, apesar do menor teor de FDA da dieta DBRS189-45%, em
relacdo a DBRS189-15%, e de semelhantes teores de LDA da DBRS189-30% em
relacdo a dieta controle, o menor teor de HEM apresentado em suas composic¢Ges, em
relacdo a dieta controle e a DBRS189-15%, resultou em menor fragdo de nutrientes
disponiveis a degradacdo em 24 horas de incubacdo. Segundo Rodrigues et al. (2004), a
presenca de lignina na parede celular dos vegetais pode influenciar negativamente a
degradacdo dos carboidratos totais pelos microrganismos ruminais, pois este
constituinte ocorre associado a celulose e hemicelulose na parede celular, funcionando
como uma barreira a aderéncia microbiana e hidrolise enzimatica e indisponibilizando

carboidratos estruturais potencialmente degradaveis.
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As concentracdes de acido acético ndo diferiram (P>0,05) entre as dietas, com
média 39,8+4,4 umol/mL, correspondendo a 66,5% do total de AGCC produzidos. Este
acido graxo de cadeia curta é sempre produzido no rimen em maior quantidade que os
demais acidos graxos de cadeia curta, com variagédo de 45 a 75% (Kozloski, 2002).

A dieta DBRS189-45% apresentou maior (P<0,05) concentracdo de &cido
propiénico em relacdo as demais, em funcdo dos menores teores de FDN e maiores de
CNF, justificadas pelas correlacfes negativas e positivas, respectivamente, dos teores de
FDN (r=-0,58083; P=0,0058) e CNF (r=0,57243; P=0,0067) com a concentracdo de
acido propidnico. A concentracdo de acido propiénico foi aproximadamente 19% em
relacdo ao total de AGCC produzidos, estando dentro da variacdo de 15 a 45% de acido
propiénico citada por Kozloski (2002). Esperava-se para a dieta DBRS189-45% menor
producdo de metano em relacdo as demais dietas, em virtude da maior concentracdo de
acido propibnico, pois este AGCC possui capacidade de inibir a producédo de metano no
ramen, por ser utilizado o hidrogénio do ambiente ruminal na sua formacdo (Ungerfeld
etal., 2005).

A dieta controle apresentou maior (P<0,05) concentracdo de acido butirico em
relacdo as demais. Segundo Kozloski (2002), as concentracGes médias de acido butirico
no ramen situam-se entre 11 a 13%. Entretanto, para as dietas controle, DCCP06-15%
DCC06-30% e DBRS189-15% verificaram-se valores superiores (15,9%, 14,9%, 13,9%
e 13,7%, respectivamente).

A relacdo acetico:propidnico ndo diferiu (P>0,05) entre as dietas, com média
3,4+0,3, estando dentro dos valores de variacéo, citados por Johnson e Johnson (1995),
de 0,9 a 4,0 umol/mL. As dietas ndo apresentaram diferenca (P>0,05) quanto a
concentracdo de AGCC total, com media 59,8+5,3, podendo-se inferir que o padréo

fermentativo das dietas resulta em semelhante contribuicdo energética ao animal.
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A populacdo de protozoérios variou de 2,9 a 4,8 x 10°/mL, estando de acordo com
os valores referenciados de 10* a 10° protozoarios/mL em animais alimentados com
diferentes tipos de dietas (Kamra, 2005). As dietas controle, DCCP06-15% e
DBRS189-15% resultaram em maior (P<0,05) populacdo de protozoarios em relacdo a
DBRS189-30%, o que pode estar associado aos maiores teores de PB e HEM e menores
de CNF nestas dietas, fundamentado na correlacdo positiva da PB (r=0,59221;
P=0,0047) e HEM (r=0,52413; P=0,0147) com a populacdo de protozoarios e negativa
(r=-0,48400; P=0,0262) dos CNF com a populacdo de protozoarios. Ao degradarem a
proteina dietética, os protozoarios contribuem para a liberacdo de N-NH3 no ambiente
ruminal. Dessa forma, quanto maior o teor de PB disponivel a degradacdo no meio
ruminal maior serd a concentracdo de N-NHsz. Obteve-se correlacdo positiva
(r=0,46999; P=0,0316) do N-NH3 com a populacdo de protozoarios.

As dietas controle e DCCP06-15% apresentaram maiores (P<0,05) concentracfes
de N-NH; em relacdo as demais, em virtude da maior (P<0,05) percentagem de proteina
degradada no rumen (PDR) (Tabela 5). A concentracdo de N-NH; variou de 28,0 a 31,7
mg/100 mL (Tabela 4), superior ao valor minimo de 10 mg/100 mL, sugerido por Van
Soest (1994) como necessario para adequada fermentacdo microbiana no rumen, e esta
entre os valores obtidos por Silva et al. (2007), 26,7 a 37,8 mg/100 mL, em ensaio in
vivo com cabras. Entretanto, a concentracdo ideal de aménia no ridmen depende da

disponibilidade de energia fermentavel (Dias et al., 2000).

Producao de gases e degradabilidade in vitro em 72 horas de incubacéo
O potencial maximo de producdo de gases (Vf) ndo foi influenciado (P>0,05)
pelas dietas, com média 269+20,4 mL/g MO (Tabela 6). Este valor foi superior ao

obtido por Azevedo et al. (2009), 155,9 mL/g MS.
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A dieta controle apresentou maior (P<0,05) taxa de producdo de gases (u). Dietas
com maiores valores de p podem levar a maior consumo, devido correlacdo positiva
entre estes parametros (Blimmel e @rskov, 1993; Mauricio et al., 2003). Nos tempos
iniciais de incubacdo o p é sempre maior, devido a degradacdo dos CNFs (Van Soest,

1994).

Tabela 5. Parametros do modelo de France et al. (1993), degradacdo da matéria organica (DMO) e fator
de particdo (FP) da fermentacdo de dietas contendo pseudofruto de clones de cajueiro

(Anacardium occidentale L.) por 72 horas de incubagéo

Dietas

EPM?

Parametros! CCP06 BRS189
Dieta controle
15%  30%  45% 15%  30%  45%

Vf (mL/g MO) 264 268 252 254 268 289 289 16,05
u (hh) 0,10° 0,06° 0,05 0,03 0,07° 0,04° 0,03 0,012
L (h) 36° 24 145 17™ 20" 24> 23 036
TY% 10,1° 10,2° 10,1° 10,7° 10,1° 9,9° 10,1° 0,24
REL1 0,87° 0,85 0,85 0,84° 0,86° 0,86° 0,85 0,006
REL2 0,95 0,92° 0,90° 0,83 0,92 0,87 0,85° 0,025
DMO (g/kg) 767° 728  714™  682° 750%  740® 715" 18,86
FP (mg MOD/mL) 3,0 3,0 3,2 33 3,0 3,0 30 0,15

vf=potencial méaximo de producdo de gases; L=tempo de colonizacéo; u=taxa de producdo de gases;
REL1=relacdo entre as produ¢bes de gases apds 48 e 72 horas; REL2=relacdo entre as producdes de gases
apos 72 horas e VT, (T ¥2)=tempo necessario para se atingir a metade do potencial de producéo de gases.
’EPM=Erro padrdo da média.

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

As dietas DCCP06-30%, DCCP06-45% e DBRS189-15% proporcionaram menor
(P<0,05) tempo de colonizacgéo (L) em relacdo a dieta controle. A reducédo no tempo de
colonizacdo é favorecida quando ha disponibilidade de substrato de rapida fermentagéo
aos microrganismos (Noguera et al., 2005). Entretanto, nesta pesquisa ndo se observou
correlagdo (P>0,05) de L com CNF, mas ocorreu de L com o teor de HEM (r=0,51016;

P=0,0181).
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A dieta DBRS189-30% apresentou menor (P<0,05) tempo necessario para atingir
a metade do potencial de producdo de gases (T%2). Houve correlacdo negativa (r=-
0,53123; P=0,0132) de T% com DMO, portanto, esperava-se também para as dietas
controle e DBRS189-15% menor valor para este parametro. Os valores de TY%
apresentados nesta pesquisa estdo de acordo com os citados por Moreira et al. (2010),
9,6 a 15,7 h, para diferentes fontes de carboidratos na alimentacdo de ruminantes.

As dietas diferiram (P<0,05) quanto a REL1, que representa quanto da producdo
total de gases ocorre até 48 horas de incubacdo, e foram inferiores aos obtidos por
Azevedo et al. (2009), 0,961 a 0,980. Quanto mais proximo de 1, o valor dessa relacao,
melhor a qualidade fermentativa do alimento (Bueno et al., 2005).

Houve diferencas (P<0,05) entre as dietas para REL2, que estima se o ensaio de
producdo de gases foi longo o suficiente para expressar o potencial fermentativo do
alimento e/ou se 0 modelo ajustou-se coerentemente aos dados. Os valores de REL2
reduziram com a inclusdo de pseudofrutos as dietas, provavelmente devido ao aumento
na concentracdo de LDA. O ideal é que o valor de REL2 se encontre mais proximo de 1
(Bueno et al., 2005).

As dietas controle, DBRS189-15% e a DBRS189-30% apresentaram maiores
(P<0,05) valores de DMO em relagdo & DCCP06-45%, em virtude dos menores
(P<0,05) teores de FDA, sustentada pela correlacdo negativa (r=-0,44469; P=0,0434) da
DMO com a FDA, corroborando com Oliveira et al. (2010).

N&o houve efeito (P>0,05) das dietas sobre o FP, com média 3,1+0,2 mg
MOD/mL, indicando que promoveram semelhantes perfis de eficiéncia de sintese
microbiana.

A producéo de gases oriunda da fermentacéo das dietas apresentou picos as 9 e 36

horas de incubacéo (Figura 1). O primeiro pico foi atribuido a fermentacédo dos CNF e 0
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segundo a fermentacédo dos carboidratos fibrosos. Azevedo et al. (2009) observaram trés
picos de producao de gases, as 6, 21e 48h, e atribuiram a fermentacédo dos carboidratos
sollveis, carboidratos fibrosos e reciclagem microbiana, respectivamente.

As dietas DBRS189-30% e DBRS189-45% apresentaram maior producdo de
gases as 9 h em relacdo as demais dietas, em virtude dos maiores teores de CNF,
justificado pela correlacdo positiva (r=0,58885; P=0,0050). Mauricio et al.(2003)
também observaram, em silagem de quatro hibridos de sorgo, pico de producdo de gases
apos 8 horas de incubacéo e atribuiram a fermentacdo dos carboidratos soluveis.

As 36 h de incubagdo, maior producdo de gases foi obtida com a dieta controle,
seguida pelas dietas DCCP06-15% e DBRS189-15%, em razdo dos menores valores de
LDA, explicada pela correlacdo negativa (r=0,76632; P=0,0001) da LDA com a

producdo de gases as 36 h.

60 -

%. 207 —&—Dieta controle

EI, 10 | —=—DCCP06-15%
” ——DCCP06-30%
5 30 —<—DCCP06-45%
< —+ DBRS189-15%
S 20 1 —e—DBRS189-30%
2 DBRS189-45%
=% 10 4

0 ——————————

3 6 9 12 18 24 36 48 60 72
Tempo (h)

Figura 1 - Producdo de gases da matéria organica de dietas contendo 15% (DCCP06-15%), 30%
(DCCP06-30%) e 45% (DCCP06-45%) de inclusdo do pseudofruto do clone de cajueiro CCP06 e 15%
(DBRS189-15%), 30% (DBRS189-30%) e 45% (DBRS189-45%) de inclusdo do pseudofruto do clone de
cajueiro BRS189.
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Para todas as dietas, a maior producdo de gases ocorreu no segundo pico, 0 que
parece estar associado a maior degradacdo da fracdo FDN das dietas, com maior
producdo de acido acético e, consequentemente, maior liberacdo de CO, e CH,4. Da
mesma forma, Nogueira et al. (2006) constataram que substratos com maior
concentracdo de FDN apresentam maior volume de gases, principalmente nos tempos
finais da fermentacéo, quando a fibra é fermentada e aumenta a produgdo de acetato.
Entretanto, Azevedo et al. (2009) verificaram para os clones CP 09, CP 76 e BRS 189
maior producdo de gases no primeiro pico e justificaram pela alta taxa de degradacao
dos CNF.

Houve maior (P<0,05) producdo cumulativa de gases (PCG) as 3h de incubacao
para as dietas DCCP06-45%, DBRS189-45%, DCCP06-30% e DBRS189-30%, em
relacdo as dietas DCCP06-15%, DBRS189-15% e dieta controle (Figura 2), em funcao
do menor teor de HEM, sustentada pela correlacdo negativa da PCG as 3h de incubacéo
com o teor de HEM (r=-0,79989; P<0,0001). As dietas BRS189-45% e BRS189-30%
resultaram em maior (P<0,05) PCG em 6, 9 e 12 h de incubacdo em relacdo as dietas
CCP06-15%, BRS189-15% e dieta controle, em virtude dos menores teores de HEM,
justificado pela correlacdo negativa entre HEM e PCG as 6 h (r=-0,84205; P<0,0001), 9
h (r=-0,79562; P<0,0001) e 12 h (r=-0,72583; P=0,0002).

As 18 h de incubacio as dietas DBRS189-30% e DBRS189-45% possibilitaram
maior (P<0,05) PCG em relacdo as demais, o0 que condiz com a maior concentragdo de
CNF nestas dietas, apoiada na correlagdo positiva da PCG as 18 h de incubacdo com o
teor de CNF (r=0,58559; P=0,0053).

As dietas DBRS189-30% e DBRS189-45% proporcionaram maior PCG em 24 h
de incubacdo em relagdo a DCCP06-45%. Verificou-se correlacdo entre a PCG as 24

com a concentracdo de CNF (r=0,45976; P=0,0360) e CHOT (r=0,44219; P=0,0447).
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Figura 2 - Curvas de producdo cumulativa de gases da matéria orgénica de dietas contendo 15%
(DCCP06-15%), 30% (DCCP06-30%) e 45% (DCCP06-45%) de inclusdo do pseudofruto do
clone de cajueiro CCP06 e 15% (DBRS189-15%), 30% (DBRS189-30%) e 45% (DBRS189-
45%) de incluséo do pseudofruto do clone de cajueiro BRS189.

As curvas de PCG das dietas DCCP06-15% e DBRS189-15% foram semelhantes
(P>0,05) durante todo o processo fermentativo, provavelmente devido a composicdo
bromatoldgica e acdo dos microrganismos.

A dieta controle apresentou menor (P<0,05) PCG em relacdo as demais dietas até
18 h de incubacdo. Apds as 18 h, houve aumento na producdo cumulativa de gases, em
funcdo da fermentagédo dos carboidratos de lenta degradacdo (FDN).

As dietas DCCP06-30% e DCCP06-45% apresentaram menor (P<0,05) PCG a
partir das 22 h, em relacéo as demais dietas, como consequéncia dos maiores teores de
LDA destas dietas, pois a lignina funciona como uma barreira a aderéncia microbiana e
hidrolise enzimatica, indisponibilizando os carboidratos estruturais potencialmente

degradaveis ao ataque pelos microrganismos ruminais (Rodrigues et al., 2004).
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Determinacdo da proteina degradada no rumen, proteina ndo degradada no
rimen e proteina pés-rumen

As dietas controle e DCCP06-15% apresentaram maiores valores (P<0,05) para
PDR em relacéo as demais (Tabela 5), estando préximos aos obtidos por Pereira et al.
(2010), 50,62 e 51,71%, para os subprodutos do beneficiamento da uva e do maracuja,

respectivamente.

Tabela 6. Digestibilidade ruminal e intestinal in vitro da PB de dietas contendo pseudofruto de clones de

cajueiro (Anacardium occidentale L.)

Dietas
Parametros' Dieta DCCP06 DBRS189 EPM?
controle 15% 30% 45% 15% 30% 45%
PDR (% PB)  514° 542° 37,8 32,4° 43,2 30,2° 33,2° 3,6
PDI (% PNDR 77,4*  732° 638 57,3 70,9° 63,0° 569° 12,0

'PDR=proteina degradada no rimen; PNDR=proteina nfo degradada no rmen; PDI=proteina digestivel
no intestino.

’EPM =Erro padrdo da média.

*Meédias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste SNK.

Os percentuais de PDR das dietas controle e DCCP06-15% foram maiores em
relagdo a degradacdo intestinal, revelando-se como melhor fonte de proteina aos
microrganismos ruminais em relacdo as demais dietas. Entretanto, para melhor
aproveitamento desta PDR € necessario que haja disponibilidade de fontes energéticas
de rapida degradacdo no ramen.

As dietas DCCP06-30%, DCCP06-45%, DBRS189-30% e DBRS189-45%
apresentaram menores (P<0,05) valores de PDR, indicando menor disponibilidade da
proteina ao ataque microbiano. Dessa forma, maior quantidade de proteina chegara ao

duodeno para digestdo intestinal, podendo ser utilizada como fonte de aminoacidos para

o animal. O suprimento de quantidades adequadas de PDR e PNDR é fundamental para
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otimizar a producdo de proteina microbiana e complementar as exigéncias em
aminoéacidos dos ruminantes, respectivamente (Santos, 2006).

Quanto a PDI, ndo houve diferenca (P>0,05) entre as dietas, com média de
66,1%=+12,2. Esta proteina €, principalmente, proveniente da fracdo de lenta degradacgéo

no ramen, cuja digestibilidade situa-se entre 50 a 80% (Sniffen et al., 1992).

Conclusdes
As dietas contendo os pseudofrutos CCP06-30%, CCP06-45%, BRS189-15%,
BRS189-30% e BRS189-45% apresentam maior eficiéncia de sintese microbiana,
porém as DBRS189-15% e DBRS189-30% apresentam-se como mais promissoras, pela
maior degradabilidade da matéria organica com destaque para a dieta DBRS189-15%,

pela maior degradabilidade da matéria organica verdadeiramente degradada.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A técnica in vitro semi-automatica de producdo de gases estimou adequadamente o perfil
de fermentacdo e de degradacdo ruminal dos pseudofrutos e de dietas contendo diferentes niveis
de inclusdo dos mesmos, constituindo-se em importante ferramenta na determinacdo do valor

nutritivo de alimentos para ruminantes.

A técnica de trés estagios se mostrou adequada em estimar a digestibilidade intestinal da
proteina ndo-degradada no rumen em dietas contendo diferentes niveis de inclusdo do
pseudofruto de clones de cajueiro, consistindo em opgéo interessante para ado¢do em pesquisas

em nutricdo de ruminantes.

O pseudofruto de clones de cajueiro desidratado, conforme utilizado neste trabalho, pode
constituir um ingrediente alternativo em dietas para ruminantes. No entanto, tendo em vista a
disponibilidade de outras fontes alimentares, podem ainda ser pesquisadas outras formulacfes
com diferentes niveis de inclusdo do pseudofruto em questdo, visando melhorar o desempenho

animal e reduzir a emissdo de metano.
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Figura 3 — Preparo das amostras (pré-secagem Figura 4 — Preparo do meio nutritivo.
ao sol).

Figura 5 — Coleta do conteudo ruminal
(fracdo liquida).

Figura 6 — Coleta do contetudo ruminal
(fracdo solida).
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Figura 7 — Homogeneizacéo das fracGes Figura 8 — Filtragem do material apds
solida e liquida do contedo ruminal. homogeneizacéao das fracdes solida e
liquida.

FTrn .
Figura 10 — Vedacdo dos frascos com rolhas
de borracha e lacres de aluminio.
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Figura 11 — Incubacédo das amostras em estufa ~ Figura 12 — Medidor de preséo (Pressdata
com circulacdo forcada de ar a 39°C. 800).




100

[ )
Figura 13 - Equipamentos utilizados na Figura 14 — Quantificacdo da producdo de
determinacéo da producdo de metano. metano por cromatografia gasosa.

Figura 15 — Sacolinhas de nailon (1), sacos de  Figura 16 — Incubadora in vitro modelo TE-
nailon (2) e jarra de incubacdo (3), utilizados 150 (Tecnal), utilizada para estimativa da
para estimativa da digestibilidade ruminal e digestibilidade ruminal e intestinal da PB.
intestinal in vitro da PB.

Figura 17 — Inoculacdo das amostras para Figura 18 — Incubacdo das amostras em
estimativa da digestibilidade ruminal e intestinal Incubadora in vitro modelo TE-150 (Tecnal).
in vitro da PB.



101

L.

Figura 19 - 'rpa.‘ro das amostras para Figura 20 — Cromatografo iquido-gasoso

determinacdo de AGCC em cromatografo (Hewlett Packard 5890 Sries Il GC),
liquido-gasoso. equipado com integrador e injetor

automatico, utilizado para determinacdo da
concentracdo de AGCC.
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