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Leucaena leucocephala e Opuntia ficus-indica reduzem a producao de metano
In vitro
Leucaena leucocephala and Opuntia ficus-indica reduce the ruminal methane
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Resumo

O objetivo foi avaliar a inclusdo de Leucaena leucocephala (LL) e Opuntia ficus-indica (OFI) frescas e
fermentadas como substituto do feno de alfafa (HA) na fragcéo forrageira nos padrdes de fermentagéo,
cinética da producao de gas e metano in vitro. Quatro tratamentos (T1: 50% HA; T2: 30% LL e 20%
HA; T3: 30% OFI e 20% HA; T4: 30% OFI fermentado e 20% HA) foram formulados como dietas
bovinas. O contelido de compostos fendlicos totais e taninos condensados aumentou mais de 400%
com T2 (P <0,05); taninos condensados aumentaram 45% quando OFI fermentado em T4 foi incluido.
A concentracdo de nitrogénio amoniacal, os acidos graxos volateis, a producdo de gas e a razao
acetato:propionato foram diferentes entre os tratamentos (P <0,05). A producdo méaxima de géas foi
observada quando LL foi adicionado a ragdo (P <0,05); ndo foram observadas altera¢des entre T1, T2
e T3 (P> 0,05). Além disso, a fase de atraso diminuiu com T2 (P <0,05). Também, a producéo de
metano foi diferente entre os tratamentos (P <0,05); reducdes de 26% foram observadas quando LL foi
incluido e 14% com OFI. De acordo com os resultados obtidos, LL e OFI séo ingredientes que podem
ser incluidos na dieta bovina e, assim, contribuem para a mitigacdo de gases de efeito estufa.
Palavras-chave: metanogénese, Saccharomyces cerevisiae, fermentacéo ruminal, cacto forrageiro.

Abstract

This study aimed to evaluate the inclusion of Leucaena leucocephala (LL) and Opuntia ficus-indica (OFI)
fresh and fermented as alfalfa hay substitute in the forage fraction on the ruminal fermentative
parameters, gas production kinetics and methane production in vitro. Four treatments were formulated
as beef cattle diets (T1: 50% HA; T2: 30% LL y 20% HA; T3: 30% OFI y 20% HA; T4: 30% OFI
fermentado y 20% HA). Total phenolics compounds and condensed tannins (CT) increased over 400%
when LL was included (P<0.05). Additionally, CT increased 45% when fermented OFI was included in
the ration in T4 (P<0.05). Ammonia-nitrogen, volatile fatty acids, gas production and acetate:propionate
ratio were different among treatments. The maximum gas production was observed when LL was
included in T2 (P<0.05). However, no changes were observed among T1, T2 and T3 (P>0.05). In
addition, lag phase decreased in T2 (P<0.05). Furthermore, methane production was different among
treatments (P<0.05); reductions of 26 and 14% were observed when including LL and OFlI, respectively.
Thus, according to the obtained results, LL and OFI are ingredients, which may be included in the bovine
diets and thereby contribute to the greenhouse gases mitigation.
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INTRODUCAO

O setor pecuério passou por transformacdes substanciais nas Ultimas décadas. A
crescente demanda resultante da explosdo demogréafica requer aumentos na
producdo pecuaria (INECC, 2018). No Meéxico, a producdo de bovinos teve um
crescimento constante de 1,6% somente na ultima década, que atualmente possui
uma producédo de 1,88 milhdes de toneladas de carne de carcaca (INECC, 2018). No
entanto, um aumento na producdo pecuaria leva a um aumento nas emissdes de
gases de efeito estufa (GEE) da fermentacao entérica ruminal; principalmente metano.
Além disso, a sintese ruminal de metano representa uma perda de energia de até 12%
para o animal (Johnson e Johnson, 1995). O metano € um gas que possui um valor
calorifico até 28 vezes maior que o COz2, por isso busca reduzir suas emissoes. O
metano antropogénico atinge até 40% do total de metano emitido na atmosfera, dos
quais 18% séo atribuiveis ao gado por fermentacao entérica ruminal (IPCC, 2015).

Somente no México, em 2015, foram registradas emissfes de 510.043 Gg de COze
(equivalentes de COg2), dos quais 13% estdo relacionados a atividade pecuéria;
aproximadamente 40% dessas emissdes sdo metano (INECC, 2018). Por esse
motivo, infinitas investigagcbes em todo o mundo tentaram criar diversas estratégias
que diminuam a producdo de metano no ramen, através de: modificacfes na dieta,
uso de varios aditivos, vacinas, uso de extratos naturais, administracdo de compostos
quimicos e, ultimamente, a suplementacdo de compostos bioativos extraidos de

plantas (Martin et al., 2010; PAmanes-Carrasco et al., 2019).

Atualmente, os esforcos tém sido focados no uso de fontes ndo convencionais de
forragem, que apresentam uma alternativa alimentar na producdo animal. Dessa
forma, algumas plantas cujo uso ndo é comum na alimentacdo de ruminantes podem
ser usadas como uma alternativa para reduzir as emissfées de GEE. De fato, devido a
disponibilidade limitada de forragem em areas aridas e semi-aridas, existem algumas
arvores, arbustos e cactos que poderiam ser usados como fonte de forragem. Nesse
sentido, Leucaena leucocephala (LL) é conhecida por apresentar alta qualidade
nutricional, principalmente proteina (22-27% de MS; Aye e Adegun, 2013) e
geralmente se adapta a desfolhamento e rebrota na estacao seca; em zonas aridas,
pode produzir até 112 t ha! em areas de até 430 mm de precipitagdo anual e
temperatura média de 32 °C (Singh e Toky, 1995).

Além disso, em investigacdes anteriores, nao foram relatadas alteracdes no consumo
de matéria seca e no ganho de peso diario quando 40% do LL foi adicionado a ragéo
(Pifeiro-Vazquez et al., 2017). Da mesma forma, certos cactos sem espinhos, como
a variedade Opuntia ficus-indica (OFI), sdo considerados forrageiras frescas e
palataveis que sdo produzidas na estacdo seca e representam uma importante fonte
de 4gua para os animais (Gonzalez-Arreola et al., 2019). Entretanto, como o contetdo
de proteinas nos cactos € baixo, os pesquisadores desenvolveram procedimentos
biotecnolégicos que melhoram o conteddo de proteinas brutas através de
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fermentacdes em estado solido, utilizando diferentes culturas de leveduras com
sucesso (Flores-Ortiz y Reveles-Hernandez, 2010; Herrera et al., 2014, 2017). Além
disso, a adicdo de células vivas, como leveduras, mostra uma redugcdo na
metanogénese em experimentos in vitro (Hristov et al., 2013). Além disso, ambas as
espécies (LL e OFI) contém metabdlitos secundarios, como taninos condensados,
saponinas e/ou flavonoides, que podem atuar como inibidores da sintese de metano
(Aye e Adegun, 2013; Alves et al.,, 2017; Pamanes-Carrasco et al., 2019;).
Consequentemente, 0 uso dessas espécies como fontes de forragem na alimentagéo
de ruminantes pode ser uma alternativa na reducdo das emissdes de GEE,
principalmente metano; sem afetar o desenvolvimento produtivo.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a inclusdo de Leucaena
leucocephala e Opuntia ficus-indica, frescas e fermentadas, como substituto do feno
de alfafa na fracdo forrageira nos padrées de fermentacéo, cinética da producao de
gas e metano in vitro

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e materiais

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Nutricgdo Animal da Universidade Juarez
do Estado de Durango, México. As plantas de L. leucocephala foram coletadas
aleatoriamente durante o outono de 2017, duma cultivar localizada na mesma
Universidade. As plantas coletadas tinham 1 m de comprimento e a folhagem foi
removida manualmente apos a colheita. As folhas de O. ficus-indica (variedade AV6)
foram coletadas de uma plantacdo localizada em terreno adjacente a Universidade.
As culturas de leveduras Saccharomyces cerevisiae foram adquiridas numa loja local.
A Tabela 1 mostra a analise quimica proximal dos principais ingredientes (alfafa, LL,
OFI e OFI fermentados).

Fermentacdo de O. ficus-indica

As amostras de OFI foram fermentadas com Saccharomyces cerevisiae a 32 ° C, por
48h, de acordo com os procedimentos relatados por Herrera et al. (2014). Culturas de
levedura foram adicionadas a 1% (DM). Apos a fermentacéo, as amostras foram secas
e reduzidas a um tamanho de particula de 1 mm para andlise posterior.

Formulacdo de tratamentos experimentais e analises quimicas

Foram formulados quatro tratamentos experimentais (Tabela 2), como dietas para
bovinos com inclusdo de L. leucocephala (T2), O. ficus-indica (AV6), fresco (T3) e O.
ficus-indica fermentado (T4), como substituicdo parcial da fracao de feno de alfafa no
tratamento controle (T1).
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Tabela 1. Caracterizagdo quimica e nutricional dos ingredientes da fragado forrageira em
tratamentos experimentais
Ingredientes (% MS)

Alfalfa Leucaena Nopal Nopal Fermentado
MS Parcial - 449 9.3 8.3
MS Total 89.7 89.5 90.0 88.1
Matéria organica 87.1 91.5 72.0 79.6
Proteina bruta 16.7 21.3 5.3 17.4
Extracto etéreo 1.4 3.1 1.7 3.1
FDN 45.0 42.9 53.9 42.2
FDA 27.6 13.8 135 21.2
Hemicelulose 17.3 29.1 40.3 21.0
Celulose 18.6 7.5 8.3 9.1
Lignina 6.5 8.1 4.8 5.3
DIVMS 55.7 45.7 51.5 65.8
DIVMO 50.0 42.3 40.0 59.8
CFT (mgEAG/gMS) 47.8 252.2 71.4 70.5
TC (mgEC/gMS) 5.3 69.3 3.1 2.0

MS: matéria seca; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra detergente acida; DIVMS: Digestibilidade in vitro da matéria
seca as 48h; DIVMO: Digestibilidade in vitro da matéria organica as 48h; CFT: compostos fendlicos totais; CT: taninos
condensados; mgEAG: miligramas equivalentes de acido gélico; mgEC: miligramas de catequina equivalente.

10 kg de cada tratamento experimental foram preparados e misturados num
misturador rotativo de capacidade de 150 L (Gladiator PRO, modelo H8155/16); entéo,
uma amostra representativa de 1 kg foi coletada e, pelo método de quarteamento,
subamostras para cada analise. Todos o0s tratamentos experimentais foram
submetidos a analise de composicdo quimica (Tabela 3) de acordo com os
procedimentos padronizados de AOAC (2010). Além disso, a fibra em detergente
neutro (FDN) e a fibra em detergente acido (FDA), bem como a celulose, a
hemicelulose e a fracdo de lignina, foram determinadas num kit Fiber Analyzer 200
(ANKOM Technology, EUA), conforme proposto pelo fabricante (ANKOM, 2020). A
digestibilidade in vitro do material seco (DIVMS) e a digestibilidade in vitro da matéria
organica (DIVMO) foram analisadas de acordo com os procedimentos sugeridos por
ANKOM (2018).

Tabela 2. Ingredientes dos tratamentos experimentais
Tratamentos
Ingredientes (% MS) T1 T2 T3 T4
Feno de alfalfa 50 20 20 20
L. leucocephala 0 30 0 0
O. ficus-indica 0 0 30 0
O. ficus-indica fermentado 0 0 0 30
Milho moido 30 30 30 30
Harinolina 19 19 19 19
Mistura mineral 1 1 1 1
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Compostos fendlicos totais e taninos condensados

Os compostos fendlicos totais (CFT) foram determinados de acordo com os métodos
propostos por Heimler et al. (2005). Além disso, os taninos condensados (CT) foram
analisados conforme relatado por Porter et al. (1986).

Padrdes de fermentacgéo in vitro

Para testes de fermentacado in vitro, o liquido ruminal foi obtido de dois bezerros
Brangus, equipados com uma céanula ruminal, pesando aproximadamente 450 kg,
alimentados com silagem de milho e concentrado na propor¢cdo de 50:50.
Aproximadamente 1 g de amostra de cada tratamento experimental foi incubado com
120 mL de soluc¢ao tampé&o-inéculo ruminal na proporcéo de 2: 1 a 39 °C em maodulos
de vidro ANKOM (ANKOM Technology, EUA), com tampas de borracha e plastico
herméticas. , conforme proposto pelo fabricante em triplicado (ANKOM 2018). Apés
24 horas de incubacao, os modulos foram abertos e o pH foi medido. Imediatamente,
foram tomadas aliquotas de 10 mL para serem colocadas em garrafas de vidro, para
posterior analise de acidos graxos volateis (AGV) e nitrogénio amoniacal, conforme
proposto por Galyean (2010).

Producédo de gas in vitro

Aproximadamente 1 g de cada tratamento experimental foi colocado em modulos de
vidro ANKOM (ANKOM Technologies, EUA), equipados com um transdutor de
pressdo sem fio triplicado. As fermentacGes foram realizadas de acordo com o
proposto pelo fabricante (ANKOM, 2018), incubando a amostra com uma mistura de
solucéo tampao-indculo ruminal na proporcao de 2: 1. As incubacdes foram realizadas
até 96h e as mudancas de pressao foram registradas a cada hora durante o processo.
A cinética da producao de gas in vitro foi estimada ajustando os dados obtidos ao
modelo de Gompertz, de acordo com a seguinte equacao (Murillo-Ortiz et al., 2018):

GP = Ae~Le " a”

Onde GP = producao de gas no tempo t (mL); A = producdo maxima de gas (mL); kqd
= constante de producdo de gas (h?); e L=tempo de laténcia antes do inicio da
producédo de gas (h). Além disso, para as medicdes das propor¢cdes de metano e COz,
a valvula de alivio de pressdo dos modulos foi aberta por 2 s e 0 gas liberado foi
conduzido através de um tubo a um analisador de gas portétil, de acordo com ao
procedimento proposto pelo fabricante (GEMTM5000, LANDTEC, EUA) e adaptado
por Gonzéalez-Arreola et al. (2019).

A energia metabolizavel (EM) foi estimada de acordo com a equacao proposta por
Menke et al. (1979), que € apresentado abaixo:

EM = (1.1456 * GP,,) + (0.07675 x PC) + (0.1642 * EE) + 1.198

Onde ME = energia metabolizavel (MJ/kg MS); GP24 = produc¢éo de gas apds 24 h de
incubacgéo (mL); PC = proteina bruta (% MS); EE = extrato etéreo (% MS).
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Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos foram analisados segundo um delineamento
inteiramente casualizado, utilizando o procedimento GLM do pacote estatistico SAS
(2011). A comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey, declarando
diferencas significativas com P <0,05.

Tabela 3. Analise quimica de tratamentos experimentais

Tratamentos
Nutrientes (% MS) T1 T2 T3 T4
MO 90.3 91.3 87.6 87.3
PC 17.4 18.1 14.3 175
EE 1.6 2.0 1.5 1.3
FDN 53.3 52.8 52.6 46.5
FDA 23.8 23.4 17.7 15.6
Hemicelulose 29.5 29.4 34.9 30.9
Celulose 16.3 145 11.9 11.6
Lignina 7.4 8.8 5.8 3.9
DIVMO 53.7 47.6 59.8 59.4
EM (Mcal/kgMS) 4.7 4.4 4.7 4.6

MO: matéria organica; PC: proteina bruta; EE: extrato etéreo; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra
detergente acida; DIVMO: Digestibilidade in vitro da matéria orgénica as 48h; EM: energia metabolizavel; T1: 50%
de alfafa + 50% de concentrado; T2: 20% de alfafa + 30% de LL + 50% de concentrado; T3: 20% de alfafa + 30%
de OFI + 50% de concentrado; T4: 20% de alfafa + 30% de OFI| fermentado + 50% de concentrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrbes fermentativos dos tratamentos experimentais estdo apresentados na
tabela 4. A concentragcdo de nitrogénio amoniacal foi diferente entre os tratamentos
(P<0,05); o maior valor foi obtido com o tratamento controle (T1). Assim, quando LL e
OFI foram adicionados a racao, reducdes de 26,5, 28,7 e 18,4% foram observadas
em T2, T3 e T4, respectivamente, em comparacdo com T1. Além disso, os valores
obtidos para o N-NH3 neste estudo estdo dentro da faixa ideal (5 a 10 mg/dL), o que
maximiza o consumo de matéria seca e 0 uso de matéria organica no rumen
(Chandrasekharaiah et al., 2011). Da mesma forma, a concentragdo de 4cidos graxos
volateis (AGV) e acidos graxos volateis totais (AGVT) apresentou diferencgas entre os
tratamentos (P <0,05). De acordo com o0 exposto por Sutton et al. (2003), as
concentracbes normais de acido aceético, propionico e butirico numa fermentacao
ruminal sdo de aproximadamente 60, 20 e 15%, respectivamente; no entanto, 0s
valores relatados neste estudo diferem daqueles reportados anteriormente.

As maiores concentracdes de acidos graxos volateis totais (AGVT) e &cido acético
ocorreram em T3. Em contraste, as concentracdes de acido butirico e propidnico
foram menores em T3. No entanto, ao calcular a concentragdo molar de cada &cido
graxo volatil, as quantidades de acetato, propionato e butirato sdo maiores em T3 do
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que nos outros tratamentos. Essas mudancgas na concentragdo de AGV podem estar
relacionadas ao aumento do contetdo de carboidratos, como a hemicelulose; devido
a adicao de OFI fresco a racdo. Nesse sentido, Johnson e Johnson (1995) comentam
gque uma diminuicdo na razao acetato: propionato representa um processo de
fermentacao mais eficiente e uma reducao nas perdas de energia através da formacéo
de seus produtos finais. Isso pode ser observado diminuindo a producédo de
propionato, quando OFI fresco é incluido em T3.

Tabela 4. Padrdes de fermentacédo ruminal in vitro e concentracdo de compostos fendlicos de
tratamentos experimentais

Tratamentos
T1 T2 T3 T4 EEM
pH 6.9+0.01 7.0 +0.04 6.9+0.01 6.9 +0.01 0.05

N-NH3 (mg/dL) 13.6+0.622 10.0+0.17° 9.7+0.04> 11.1+022> 0.34

AGVT (mM) 78.7+1.320 78.7+2.04°> 132.9+6.392 76.3+1.88° 1.03

Acético (% AGVT) 46.8+0.39° 46.4+0.77° 57.0+1.28% 451+0.65° 0.84
Propibnico (% AGVT) 32.7+0.32% 33.2+0.512 25.1+1.05> 34.0+0.46% 0.64

Butirico (% AGVT) 15.0+£ 0.022 14.9+0.158 12.4+0.15*> 154+0.07*% 0.11

Acetato:Propionato 1.4 +£0.02° 1.4+0.4° 2.2+0.142 1.3+0.03* 0.08
CFT (mgEAG/gMS) 14.1+£0.43¢ 77.1+1.042 20.9+0.25° 20.1+0.43*> 0.61
TC (mgEC/gMS) 155+0.03> 20.4+£0.172 0.90+0.07¢ 0.50+0.08° 0.10

| etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05). EEM: erro padréo da diferencga entre médias; N-NH;
= concentracdo de nitrogénio amoniacal apés 24 horas de fermentagdo in vitro; AGVT = acidos graxos volateis totais; CFT =
compostos fendlicos totais; CT = taninos condensados; mgEAG: miligramas equivalentes de acido galico; mgEC: miligramas de
catequina equivalente.

Como pode ser visto na Tabela 1, ha uma diferenca acentuada nas concentracdes de
compostos fendlicos totais (CFT) e taninos condensados (CT) entre os diferentes
ingredientes da fracdo forrageira. Por esse motivo, a Tabela 4 mostra diferencas entre
os tratamentos na CFT e na TC (P <0,05). O conteudo de CFT aumentou mais de
quatro vezes quando LL foi incluido na racdo T2. Da mesma forma, as CFTs
aumentaram cerca de 45% quando o OFI foi incluido no T3. Karimi et al. (2013)
observaram trés vezes menor conteddo de CFT quando compararam alfafa com LL.
Além disso, o contetudo da CFT nos cladédios OFI depende da maturidade da planta;
mesmos valores relatados em valores préximos a 33 mg/g de MS (Figueroa-Pérez et
al. 2016). Da mesma forma, o contetdo da TC é diferente entre os tratamentos
experimentais (P <0,05); quando LL foi incluido em T2; O conteudo de CT foi
aumentado em cerca de 20 mgEC/g MS. Esses resultados concordam com o0s
relatados por Berard et al. (2011). Como o LL é considerado uma planta tanifera, o
conteudo de CFT e CT deve ser maior em T2 comparado aos demais. Além disso,
guando OFI foi adicionado a T3 e T4, foi observada uma redugao na concentracao de
CT. Méarquez e Suarez (2008) relataram um contetdo de CT na alfafa perto de 0,5
mg/g MS; enquanto nos cladodes OFI as concentra¢cbes foram menores.
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Este estudo encontrou o0 mesmo efeito. Nesse sentido, o alto contetdo de CFT com a
inclusdo de OFI pode ser atribuido a outros compostos fendlicos além do CT, como
afirma Cardador-Martinez et al. (2011). Além disso, Koenig et al. (2018) afirmaram
gue a adicdo de extratos puros de CT acima de 3,5%, ndo afeta o consumo de matéria
seca em bezerros de engorda.

Os parametros da cinética da producdo de gas sdo apresentados na Tabela 5. A
producdo méxima de géas “A” foi diferente entre os tratamentos (P <0,05). O valor de
"A" registrado em T4 foi diferente do obtido em T2, apresentando uma média de 138,4
(mL/g MS) (P <0,05); enquanto os valores na fase de defasagem (L) diminuiram
quando o LL foi incluido no T2, quando comparado ao T3 e T4 (P <0,05). De acordo
com Van Soest (1994), os microrganismos celuloliticos levam menos tempo para
atravessar a parede celular da forragem com um menor teor de lignina; no entanto,
esse efeito ndo € observado neste estudo. Aparentemente, os aumentos na fracao de
celulose em T3 e T4 levam a um aumento na fase de defasagem (L). Esse efeito
também foi encontrado por Grilli et al. (2015), quando mediram a degradabilidade da
hemicelulose em vérias forragens; a hemicelulose contida na alfafa se degradou em
menos tempo do que a contida em outras espécies forrageiras.

Tabela 5. Pardmetros da cinética da produc&o de gas, metano e diéxido de carbono das
fermentag¢des ruminais in vitro

Tratamentos
T1 T2 T3 T4 EEM
A (mL/g MS) 155.4+1.78% 162.9+9.062 142.6+0.14% 138.4+3.14> 1.65
ka (h?) 0.1+0.02 0.1+0.01 0.1+0.01 0.1+0.01 0.05
L (h) 2.0+ 0.15% 1.6+0.14° 2.3+0.012 2.4 +0.042 0.10
PG24n (ML/gMS) 123.7+6.30 111.2+0.22 122.0 £ 0.56 120.0+1.01 1.31
CHa4 (mL/gMS) 15.0 + 0.652 11.1 +0.08¢ 13.1+£0.27° 12.9 £ 0.07° 0.35
CO2 (mL/gMS) 102.8 +3.852  90.5+ 0.39° 98.9 + 2.32% 93.7 £ 0.24% 1.22
CO2:CH4 6.8 £ 0.04°¢ 8.1+0.092 7.5+0.02° 7.2 £0.06° 0.05

a | etras diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa (p <0,05). EEM: erro padrédo da diferenca entre médias; A =
producdo méaxima de gas (mL/g MS); kd = taxa constante de producéo de géas (% / h); L = fase de laténcia (h). T1: 50% de alfafa
+ 50% de concentrado; T2: 20% de alfafa + 30% de leucaena + 50% de concentrado; T3: 20% de alfafa + 30% de pera espinhosa
+ 50% de concentrado; T4: 20% de alfafa + 30% de nopal fermentado + 50% de concentrado.

Por outro lado, a producdo de gas as 24h ndo apresentou alteracdes entre os
tratamentos (P> 0,05). No entanto, reducdes de 26 e 14% na produgcao de metano
foram observadas com a inclusdo de LL e OFl em T2 e T3, respectivamente; dos quais
T2 registraram a menor producao de metano (P <0,05). Redug¢bes na producao de
metano podem ser atribuidas a presenca de metabolitos secundarios na racdo. Nesse
sentido, as maiores concentracdes de CFT e CT ocorreram em T2. Esses resultados
concordam com os relatados por Tavendale et al. (2005), que estabelecem que os
maiores contetdos de CT tendem a formar complexos com proteinas, o que limita sua
degradacédo devido a agdo dos microrganismos presentes durante a fermentacao.
Além disso, a producdo de metano diminui reduzindo a digestdo da fracdo fibrosa.
Este ultimo foi observado em T2, que apresentou menor digestibilidade. Da mesma
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forma, Tan et al. (2011) relataram que a TC contida no LL pode reduzir a populacéo
de microrganismos metanogénicos, devido a maior presenca de protozoarios,
afetando a transferéncia de ions hidrogénio. Assim, a producdo de metano como
eliminador de elétrons é limitada. Além disso, a reducao na producdo de metano em
T3 e T4 estd diretamente relacionada a presenca de CFT. Isso coincide com
pesquisas anteriores realizadas por Tavendale et al. (2005) e Murillo-Ortiz et al.
(2018). Esses autores afirmam que a presenca de metabdlitos secundarios, como
CFTs, sdo moléculas soluveis e ndo fermentaveis que estdo negativamente
relacionadas a sintese de metano.

Por outro lado, a menor producdo de CO: foi registrada em T2, em comparagao com
T1 (P <0,05). Por outro lado, a maior propor¢cédo de CO2: CH4 foi encontrada em T2
em comparacdo com T1. Estes resultados sdo consistentes com a presenca de
taninos condensados; A tomografia computadorizada de plantas reduz a
metanogénese ruminal inibindo os metandgenos (Tavendale et al., 2005). Da mesma
forma, os altos valores da razdo CO2: CH4 em T1 indicam que, em algum momento
da via metabdlica, a metanogénese esta sendo inibida, uma vez que existe mais
volume de COz: presente, que néo € sintetizado em metano.

A sintese ruminal de metano envolve a reducao sucessiva de CO2 em metano, através
de diferentes niveis de formil, metileno e metil, e sua reacdo com as coenzimas; entre
eles, a coenzima M na Ultima etapa da sintese (Liu y Whitman, 2008). Nesse sentido,
Patra e Saxena (2010) mencionam que a atividade antimetanogénica dos taninos
pode estar na atividade de certas proteinas funcionais (enzimas), localizadas em
certos locais acessiveis dos matandgenos. Essa acdo pode interromper a
metanogénese ruminal, mostrando a inibicdo do CH4 num ponto em que o CO:z é
consumido como substrato; Murillo-Ortiz et al. (2018) observaram o mesmo efeito.

CONCLUSOES

Esses resultados indicam que a substituicdo da alfafa por Leucaena leucocephala
mantém a qualidade nutricional; bem como valores semelhantes na producéo de gas
e na quantidade de AGV in vitro. Além disso, a inclusdo de 30% de Leucaena
leucocephala e Opuntia ficus-indica reduz a concentracdo de metano in vitro em 26 e
14%, respectivamente. Portanto, devido a sua qualidade nutricional e as suas
caracteristicas fermentativas, elas podem ser incluidas na dieta bovina e, assim,
contribuir para a mitigagéo dos gases de efeito estufa.
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