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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a substituicdo do feno de alfafa por folhas de alho na
producdo in vitro de gas e metano, bem como nos padrdes de fermentacdo ruminal. Quatro
tratamentos foram avaliados: (T1) feno de alfafa (50%); (T2) feno de alfafa (33%) + folhas de alho
cru (17%); (T3) feno de alfafa (17%) + folhas de alho cru (33%) e (T4) folhas de alho cru (50%).
Os maiores valores de "a" (producao de gas da fracdo soluvel); "b" (producéo de gas da fracao
insoluvel) e "c" (taxa de producdo de gés) foram encontrados em T4 (mL); enquanto foram
menores em T1 (P <0,05); mas ndo foram observadas diferencas entre T2 e T3 (P> 0,05). A maior
concentracé@o de nitrogénio amoniacal (N-NH3) foi registrada em T4 e a menor em T1 (P <0,05).
As concentracdes de propionato aumentaram com T4 e diminuiram com T1, enquanto aquelas
de acetato diminuiram com T4 e aumentaram com T1 (P <0,05). A maior producao de metano foi
registrada em T1 e a menor em T4 (P <0,05). Conclui-se que a substituicdo do feno de alfafa por
folhas de alho em dietas para bovinos melhorou a fermentacéo ruminal e diminuiu a producéo de
metano em condig¢des in vitro.

Palavras-chave: folhas de alho, producao de gas, fermentacdo ruminal e metano.

ABSTRACT
This research aimed to evaluate the substitution of alfalfa hay to garlic leaves during the in vitro
gas and methane production, as well as in ruminal fermentation patterns. There were four
treatments: (T1) alfalfa hay (50%); (T2) alfalfa hay (33%) + raw garlic leaves (17%); (T3) alfalfa
hay (17%) + raw garlic leaves (33%) and (T4) raw garlic leaves (50%). The highest values of "a"
(gas production from the soluble fraction); "b" (gas production from the insoluble fraction) and "c"
(gas production rate) were found in T4 (mL); while lower in T1 (P<0.05); but no differences were
observed between T2 and T3 (P>0.05). The highest ammonia-nitrogen (NH3-N) concentration
was recorded in T4 and the lowest in T1 (P<0.05). The propionate concentrations increased with
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T4 and decreased with T1, whereas the acetate decreased with T4 and increased with T1
(P<0.05). The highest methane production was recorded in T1 and the lowest in T4 (P<0.05). Itis
concluded that substitution of alfalfa hay to garlic leaves in beef cattle diets, improved the ruminal
fermentation and decreased methane production under in vitro conditions.
Keywords: garlic leaves, gas production, ruminal fermentation, methane.

INTRODUCAO

H& uma tendéncia de demanda mundial pelo consumo de alho, o que tem gerado
empregos na alimentacdo, principalmente em ruminantes, de seus principais
subprodutos como cascas, folhas e palhas (Kallel e Ellouz, 2017). Em varios
paises, as folhas de alho obtidas durante a colheita sdo incineradas e, como
consequéncia, existem problemas associados aos custos de eliminacdo e
contaminacdo ambiental (Han et al., 2013).

Nesse sentido, pode-se afirmar que as emissdes de metano pelos ruminantes néo
s6 causam graves problemas ambientais, mas também representam uma
importante fonte de perda de energia para os animais. (Gallegos et al., 2019; Lan
e Yang, 2019). A producéao de gases de efeito estufa (GEE) que séo produzidos em
diferentes sistemas pecuarios e seu impacto nas mudancas climaticas sdo uma
grande preocupacao em tudo o mundo. O metano entérico foi relatado como o GEE
mais importante emitido (50-60%) em sistemas de producao de ruminantes (Tapio
et al., 2017; Haque, 2018).

Como resultado desse problema, muitas tentativas foram feitas para modificar a
fermentacdo ruminal e diminuir a producdo de metano; entre eles estd a
incorporagdo na dieta de ruminantes de forragens de boa qualidade, como o feno
de alfafa. O alho e alguns de seus componentes também diminuem a producao de
metano em condicdes in vivo e in vitro (Kamra et al., 2012). Na verdade, até agora
poucos estudos investigaram os efeitos do alho e seus subprodutos da colheita na
fermentacdo ruminal e na producédo de metano.

Com base no exposto, assumimos que a substituicdo de folhas de alho por feno de
alfafa em dietas para bovinos de corte produz mudancas semelhantes nos padrdes
de fermentacdo ruminal e producdo de metano durante a fermentacdo in vitro.
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a substituicdo do feno de alfafa
por folhas de alho na producdo de gas e metano in vitro, bem como nos padrdes
de fermentacao ruminal.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na unidade metabolica e no laboratorio de Nutricdo Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootécnica da Universidade Juarez do estado
de Durango (México).
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Amostragem de folhas de alho cru. As amostras (folhas de 25 cm de comprimento) de
alho cru (Allium sativum) utilizadas neste estudo foram coletadas na regido norte de
México. Para garantir uma amostragem representativa, as amostras foram coletadas
cinco vezes, entre janeiro e maio de 2019. Antes das analises quimicas e dos testes in
vitro, as amostras foram secas e depois moidas em malha de 1 mm.

Tratamentos experimentais. Em cada tratamento experimental, feno de alfafa e feno de
folha de alho cru foram usados como fontes de forragem. A composi¢do quimica do feno
de alfafa cru e do feno de folha de alho € mostrada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao quimica do feno de alfafa e folhas de alho (% MS)

Feno de alfafa Folhas de alho
MS 90.2 89.5
MO 88.9 90.1
PC 18.0 18.1
EE 1.6 2.1
FDN 33.2 35.1
FDA 23.7 26.7
CHT 68.8 66.3
CNF 35.6 31.2
L 5.7 6.8

MS = matéria seca; MO = matéria organica; PC = proteina bruta; EE = extrato etéreo; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra
em detergente &cido; CHT = carboidratos totais, CNF = carboidratos néo fibrosos; L = lignina

Foram avaliados quatro tratamentos: (T1) feno de alfafa (50% MS) + folhas de alho cru
(0% MS); (T2) feno de alfafa (33% MS) + folhas de alho cru (17% MS); T3 feno de alfafa
(17% MS) + folhas de alho cru (33% MS); Feno de alfafa T4 (0% MS) + folhas de alho
cru (50% MS). Propor¢cdes semelhantes de milho moido, caroco de algodao e minerais
foram usadas em todos os tratamentos. A composi¢cdo nutricional dos tratamentos
experimentais € apresentada na Tabela 2.

Composicao nutricional. Cada amostra dos tratamentos experimentais foi analisada em
triplicata para matéria seca (MS), proteina bruta (PC), extrato etéreo (EE) e matéria
organica (MO) (AOAC, 2000). As analises de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA) e lignina em detergente acido (ADL) foram determinadas usando
a técnica de bolsa de filtro com um analisador de fibora (ANKOM Technology, Fairport,
NY, EUA). EUA). O teor de carboidratos néo fibrosos (CNF) foi calculado pela diferenca
entre os carboidratos totais (CHT) e a% de FDN. A digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) e matéria organica (DIVMO) foi determinada usando a incubadora Daisy
(ANKOM Technology, Fairport, NY, EUA).
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Tabela 2. Composicado nutricional dos tratamentos experimentais

Tratamentos

T1 T2 T3 T4
Feno de alfafa 50 33 17 0
Folhas de alho 0 17 33 50
Milho moido 39 39 39 39
Farinha 10 10 10 10
Minerais 1 1 1 1

Composigao quimica (MS%)

MS 96.1 95.6 95.6 93.9
MO 92.5 91.8 92.0 93.0
PC 15.0 14.6 14.7 15.6
EE 2.0 2.0 25 21
DIVMS 58.2 60.3 62.2 64.2
DIVMO 56.1 58.5 59.1 62.2
FDN 53.3 49.3 50.9 47.1
FDA 28.3 23.3 217 19.2
CNF 215 27.2 23.9 28.2

MS = matéria seca; MO = matéria organica; PC = proteina bruta; EE = extrato etéreo; DIVMS = digestibilidade in vitro da matéria
seca; DIVMO = digestibilidade in vitro da matéria organica; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido; CNF
= carboidratos n&o fibrosos

Gas in vitro, padrdes de fermentacao ruminal e producéo de metano. A producédo de
gas in vitro foi medida usando o sistema de producdo de gas ANKOM. O liquido ruminal
foi coletado aproximadamente 3 horas apds a alimentacdo matinal de dois novilhos
fistulados no rimen, alimentados em acesso aberto com feno de alfafa. O fluido ruminal
foi imediatamente filtrado por quatro camadas de gaze e transportado para o laboratorio
em uma garrafa térmica selada. O fluido ruminal resultante foi purgado com CO:2 antes
de ser usado como inéculo. Aproximadamente 1 g de amostras secas e moidas de cada
tratamento foram pesadas em triplicata e colocadas em modulos de vidro. O liquido
ruminal foi pipetado para cada médulo e misturado com saliva de McDougall (120 mL).
A producado de gas foi registrada apos 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36, 48, 72 e 96 h de
incubacéo. A cinética de producéao de géas (PD) foi ajustada ao modelo néo linear proposto
por Jrskov e McDonald (1979), que é o seguinte: PD (t)=a+bx(1-exp-ct); onde "a" € a
producdo de gas da fracao solavel (mL), "b" € a producdo de gas da fracdo insoluvel
(mL), "c" € a taxa constante de producéo de gas ( mL/h) e "t" € o tempo de incubacéao.
Para a determinacdo do metano, apds 24 h de incubacédo, 10 mL de gas foram coletados
do espaco superior dos moédulos do sistema de producéo de gas, de onde foram retiradas
subamostras de 3 mL e a produgéo de metano foi determinada em um cromatografo de
gas (Kara, 2015).

Da mesma forma, apos o término das 24 horas de incubagéo e antes da filtragdo, foram
coletadas duas amostras (5 mL) do liquido de cada mdodulo, sendo o pH imediatamente
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medido e armazenado a -20 °C até a analise posterior de nitrogénio amoniacal (N-NH3)
e acidos graxos volateis (AGV) (Ammar et al., 2005).

Anadlise estatistica. Uma analise de variancia foi realizada em um delineamento
inteiramente casualizado para comparar os parametros de producdo de gas in vitro,
metano e padrdes de fermentacdo ruminal com o procedimento MIXED de SAS (2002).
As médias individuais foram separadas pelo teste de intervalo multiplo de Tukey. As
diferengas médias foram consideradas significativas para P <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros de producdo de gés in vitro. Os maiores valores de "a", "b" e "c" (Tabela
3), foram encontrados em T4; enquanto os menores valores em T1 (P <0,05); mas nao
foram observadas diferencas entre T2 e T3 (P> 0,05). Diferencas no valor "a + b" foram
observadas entre os tratamentos (P <0,05). Os resultados séo consistentes com aqueles
relatados por Tag EI-Dini et al. (2012), que encontraram um valor "a" de 0,60% quando a
polpa de alho foi fermentada em condi¢des in vitro ao nivel de 3% do concentrado.
Neste estudo, as diferencas observadas entre os tratamentos no valor "a" podem ser
atribuidas as diferentes concentraces dos tratamentos em carboidratos néo fibrosos (La
O et al., 2008). Os valores médios de "b" e a + b encontrados no presente estudo foram
116,0 mL 200 mg* MS e 116,5 mL 200 mg?! MS, respectivamente. Esses valores
coincidem com os relatados por Sahli et al. (2018) quando o alho em pé, nas doses de
32 mg, foi incubado in vitro em dieta composta de 50% de feno de azevém e 50% de
concentrado comercial.

O valor de "c" registrado com T4 (9,2 mL h1) foi superior ao encontrado por Anassori et
al. (2012) (3,5 mL h'), que avaliou a cinética de producéo de gas in vitro de alho cru.

No presente estudo, a alta taxa constante de producéo de gas "c" registrada em T4 indica
uma alta disponibilidade de nutrientes para 0s microrganismos ruminais; enquanto 0s
menores valores de "c" observados em T1 podem ser resultado de um alto teor de FDN,
cujos componentes quimicos podem diminuir a taxa de fermentacéo do substrato (Fievez
et al., 2005).

Tabela 3. Parametros de producédo de gas dos tratamentos experimentais

Tratamentos
T1 T2 T3 T4 média EPM
a(mL 0.2 g* MS) 0.56° 0.70° 0.72° 0.76% 0.68 0.12
b (mL 0.2 g* MS) 110.7° 117.7° 115.1° 120.22 116 0.81
¢ (mL h?) 6.0° 8.0° 8.0° 9.28 5.8 0.025
a+b (mL 0.2 g* MS) 111.2¢ 118.4° 115.8° 120.92 116.5 1.10

e \alores com letras diferentes na mesma linha séo estatisticamente diferentes (P <0,05).
a = Produgdo de gas da fragdo soltvel, b = Producdo de gas da fracéo insolGvel; ¢ = taxa constante de producgdo de gés; a + b =
Potencial producéo de gas; EPM: erro padrdo da média
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Padrdes de fermentacdo ruminal e producédo de metano. Os padrdes de fermentacao
ruminal e producéo de metano sé&o apresentados na Tabela 4. A concentracdo de N-NH3
variou de 15,1 a 18,1 mg/dL. A maior concentracdo de N-NH3 foi registrada em T4 e a
menor em T1 (P <0,05). Nao houve diferencas entre T2, T3 e T4 nas concentracoes totais
de AGV (P> 0,05); mas ambos os tratamentos foram diferentes em T1 (P <0,05).

A maior concentracdo de acetato foi registrada em T1 e a menor em T4 (P <0,05);
enguanto a maior concentracdo de propionato foi registrada em T4 e a menor em T1 (P
<0,05). Nao houve diferenca entre T1, T2 e T3 na relagcéo acetato: propionato (P> 0,05);
mas ambos os tratamentos foram diferentes em T4 (P <0,05). A maior producao de
metano foi registrada em T1 e a menor em T4 (P <0,05).

As concentragdes ruminais de N-NH3 registradas em todos os tratamentos avaliados
mantiveram-se dentro da faixa sugerida para 6timo crescimento microbiano. De acordo
com Wanapat e Pimpa (1999), uma faixa de 15 a 30 mg/100 mL s&o as concentracfes
minimas necessarias para a sintese ideal de proteina microbiana.

Em contraste, com os resultados obtidos neste estudo, varios estudos in vitro e in vivo
relatam que o 6leo de alho e o p6 de alho reduzem ou nédo tém efeito na concentracao
de N-NH3 no fluido ruminal (Cardozo et al., 2004); no entanto, Yang et al. (2007)
encontraram aumento na concentragdo de N-NH3 ruminal, quando o alho cru foi
incorporado as dietas de vacas em lactacdo. Neste estudo, a maior concentracéo de N-
NH3 obtida com o T4 pode ser explicada pelo alto teor de proteina bruta fornecida pelas
folhas de alho (Panthee et al., 2017).

Tabela 4. Padrbes de fermentagcdo ruminal e producédo de metano dos tratamentos

experimentais

Tratamentos

T1 T2 T3 T4 Média EPM
pH 6.72 6.72 6.6% 6.52 6.6 0.07
N-NHs, mg dL? 15.1°¢ 17.1° 17.5° 18.12 16.7 0.03
AGV totais, mM 86.6° 104.42 104.62 104.82 100 0.36
Acetato VFA, mol 100 mol? 52.82 50.5° 50.8° 48.1° 50.5 0.10
Propionato mol 100 mol* 24.8° 28.0° 27.8° 33.02 28.4 0.08
Butirato mol 100 mol? 12.22 12.62 13.52 13.28 12.8 0.02
Razédo A: P 2.1° 1.82 1.8 1.4° 1.7 0.03
Metano (mL g MS) 19.12 17.0° 16.8° 9.5¢ 15.6 0.53

abe valores com letras diferentes na mesma linha sdo estatisticamente diferentes (P <0,05).
EPM: erro padrdo da média

As concentracdes totais de AGV obtidas com T2, T3 e T4 sdo consistentes com outros
estudos in vitro, onde ndo diferiram com a adicdo de Oleos de alho (Klevenhusen et al.,
2011). A concentracdo de propionato observada no T4 foi maior que nos demais
tratamentos; isto é evidenciado pela diminuicdo da razdo acetato: propionato.
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Além disso, 0 aumento na concentracao de propionato pode ser atribuido a quantidade
de carboidratos nao fibrosos fornecidos pelo T4 (Van Soest, 1994). Da mesma forma, a
reducdo na proporcao de acetato para propionato registrada em T4 indica uma melhora
na contribuicdo de energia liquida (Zhong et al., 2019). Resultados semelhantes s&o
relatados por Mirzaei-Aghsaghali e Maheri-Sis (2011), que descobriram que o Oleo de
alho aumentou as proporcdes de propionato e butirato, mas reduziu a proporcédo de
acetato. Neste estudo, a baixa concentracdo de metano foi obtida com T4 (alto teor de
folhas de alho); e coincide com os resultados encontrados por Kongmun et al., (2010),
que relatam uma diminuicdo na producdo de metano quando o alho em po6 foi avaliado
na dieta de ruminantes. Em nosso estudo, os valores de metano registrados nos quatro
tratamentos foram inferiores aos relatados por Zafarian e Manafi (2013), que avaliaram
em condicdes in vitro, a adicdo de diferentes doses de alho em poé (2, 4 e 6% MS) em
dietas com 50% de fibra e 50% de concentrado.

Neste estudo, a reducao da producao de metano registrada no T4 em comparag¢ao com
0s demais tratamentos pode ser atribuida ao aumento da concentracdo de propionato,
pois a formacé&o do propionato consome equivalentes redutores; enquanto a formacao de
acetato gera H2 para metanogénese (Moss et al., 2000). Qualquer componente ou
variavel na dieta que cause uma mudanca em favor da producdo de propionato sera
acompanhada por uma redugdo na producdo de metano por unidade de dieta
fermentada; enquanto o oposto é observado para acetato e butirato (Pinares-Patifio,
2003). No entanto, as diferencas observadas neste estudo na producdo de metano, em
comparacdo com as relatadas na literatura, podem estar relacionadas a diferentes
variedades genéticas e possivelmente ao estado fenolégico da planta do alho; o que
resulta em diferentes contetdos da parede celular e como consequéncia nos padrées de
fermentacao ruminal (Lee et al., 2017).

CONCLUSOES

A substituicao do feno de alfafa por folhas de alho na dieta de bovinos de corte melhorou
alguns indicadores de importancia nutricional, como a producado de gas a partir da fracao
solivel e a taxa constante de producdo de gas. Da mesma forma, aumentou as
concentracoes de N-NH3 e AGYV total e reduziu a producdo de metano. Mais pesquisas
sao necessarias para avaliar os efeitos das folhas de alho na dieta de ruminantes sobre
os padrbes de fermentacédo ruminal e producéo de metano em condi¢des in vivo; bem
como avaliar a sustentabilidade da suplementacdo foliar com alho para mitigar a
metanogénese ruminal sem efeitos deletérios no desempenho animal.
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