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RESUMO

O efeito estufa vem se agravando no planeta, em
especial pela emisséo de didxido de carbono (CO,),
metano (CH,) e dxido nitroso (N,O). No Brasil, uma
das principais fontes antrdpicas de metano na agro-
pecuaria é a criagdo de bovinos. O Brasil, no proto-
colo de Kyoto, assumiu o compromisso de controlar
a emissdo de gases do efeito estufa. Para isso as
maiores fontes de emissdo de CH, necessitam ser
caracterizadas com o objetivo de aprimorar o inven-
tario nacional de emissao, bem como de estabelecer
as estratégias de reducado. Diferentes métodos para
quantificar essas emissdes sdo utilizados e estdo em
desenvolvimento, todos com diferentes condi¢des de
aplicagdo. Um conhecimento profundo das vantagens
e desvantagens desses métodos & muito importante
para planejar experimentos, compreender e interpre-
tar resultados experimentais, e compara-los com ou-
tros estudos.

Palavras-chave: Hexafluoreto de enxofre, producéo
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METHODS FOR MEASURING INDIVIDUAL ME-
THANE EMISSION BY RUMINANTS: A REVIEW
ABSTRACT

The greenhouse effect has become worse on the pla-
net, in particular by the emission of carbon dioxide
(CO2), methane (CH4) and nitrous oxide (N20) emis-
sions. In Brazil, one of the main anthropogenic sour-
ces of methane in livestock is cattle. Because of the
commitment made by Brazil to the Kyoto Protocol to
control the emission of greenhouse gases, the major
sources of CH4 emissions need to be characterized,
with the aim of improving the national emission inven-
tory, as well as to establish strategies for reduction.
Different methods to quantify these emissions are
used and are in development, all with different appli-
cation conditions. A thorough understanding of the
advantages and disadvantages of these methods is
very important to plan experiments, to understand and
interpret experimental results and compare them with
other studies.

Keywords: In vitro gas production, respirometric
chamber, sulfur hexafluoride.
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INTRODUGAO

O efeito estufa vem se agravando no planeta, em
especial pela emissdo de dioxido de carbono (CO,),
metano (CH,) e oxido nitroso (N,O). No Brasil, uma
das principais fontes antrdpicas de metano na agro-
pecuaria é a criagao de bovinos.

A produgéo de CH, é parte do processo digestivo dos
herbivoros ruminantes e ocorre no rimen. A fermenta-
¢ao, que ocorre durante o metabolismo dos carboidra-
tos, € um processo anaerébio efetuado pela popula-
¢ao microbiana ruminal, que converte os carboidratos
em acidos graxos de cadeia curta. Nesse processo,
parte do carbono é concomitantemente transformada
também em CO,, sendo o CH, oriundo da redugéo
deste pelas Archaeas metanogénicas. Este processo
€ uma via metabolica importante para a retirada de H,
do rumen e recuperacgao de agentes redutores.

A emissdo de CH, varia entre 4% e 9% da energia
bruta do alimento ingerido, e a média encontrada &
de 6% (USA, 2000). A emissdo global de CH, pelos
processos digestivos é estimada em cerca de 80 tera-
gramas ao ano (Tg), correspondendo a 22% da emis-
sé&o total de CH, gerada por fontes antrépicas (USA,
2000).

O Brasil, no protocolo de Kyoto, assumiu o compro-
misso de controlar a emissao de gases do efeito es-
tufa. Para isso as maiores fontes de emissédo de CH,
necessitam ser caracterizadas com o objetivo de apri-
morar o inventario nacional de emissao, bem como
de estabelecer as estratégias de redugao. Além disso,
maior compreenséo e quantificagdo do CH, no rimen
faz-se necessaria para dimensionar seus impactos no
meio ambiente e também para promover o aumento
da eficiéncia na produgéo animal.

Diferentes métodos, com distintas condigdes de apli-
cacgao, sao utilizados e estdo sendo desenvolvidos
para quantificar essas emissdes de metano. O co-
nhecimento profundo das vantagens e desvantagens
desses métodos é muito importante para planejar ex-
perimentos, compreender, interpretar resultados ex-
perimentais e compara-los com outros estudos.

Objetivou-se com esse trabalho descrever os princi-
pios, as vantagens e as desvantagens dos diferentes

métodos utilizados para quantificar a emissdo de me-
tano ruminal por ruminantes.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Técnica da camara respirométrica

A cémara respirométrica tem sido usada para medir
as trocas gasosas, a fim de se determinar as exigén-
cias nutricionais de energia em ruminantes, sendo a
mensuragao de metano parte desse processo. Basi-
camente, a respirometria pode ser realizada de duas
formas: em sistema de circuito fechado ou circuito
aberto, sendo o ultimo o mais utilizado.

No sistema de mensuragao em circuito aberto, o ani-
mal é alojado em uma camara com sistema de veda-
¢ao que nao permite qualquer troca gasosa entre o
meio interior e 0 meio externo, a ndo ser pelo proprio
sistema de circulagao de ar. Uma tubulagédo de ar é
acoplada a uma bomba, a qual realiza a renovagao do
ar no interior desta, em fluxo constante. Durante cada
periodo de mensuragédo, um equipamento automati-
zado canaliza uma aliquota de ar para os analisado-
res de O,, CO, e CH,. A cada cinco minutos é realiza-
da a leitura de aliquotas do ar que sai da cAmara e do
ar atmosférico que entra na camara. Sendo assim é
possivel determinar a concentragdo média dos gases
analisados no ar que entrou, e no ar que saiu da ca-
mara (GRAINGER et al., 2007; ODONGO et al., 2007;
SILVA, 2011).

Estas concentragdes, multiplicadas pelo volume de
ar que passou pela cAmara durante o tempo de men-
suragéo, permite calcular quanto de O, foi consumi-
do e quanto de CO, e CH, foram produzidos (SILVA,
2011).

Devido ao ambiente controlado e possibilidade de
mensuragao da confiabilidade e estabilidade, as ca-
maras respirométricas séo consideradas como o mé-
todo padrao para a estimativa de emissdo de metano
por ruminantes (STORM et al., 2012). Quase todos os
aspectos da alimentacao e nutricdo podem ser inves-
tigados em um sistema de camara: o nivel de alimen-
tacao, o efeito do alimento, o efeito da composicao
quimica e fisica, alimentagdao ad libitum contra res-
trita, esquemas de alimentacao diferentes, aditivos,
etc. Além disso, esta técnica permite a descrigao das
variagbes de emissdo de CH, durante o dia.
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No entanto, existe o risco da criagdo de um ambien-
te artificial, que afeta o comportamento animal, como
por exemplo, o consumo de matéria seca (CMS).
Como o CMS é um dos principais fatores que afetam
a emissao de metano, a diminuicdo no CMS afeta nao
apenas as emissoes totais de metano, mas também
as estimativas derivadas como perda de energia bru-
ta (ELLIS et al., 2007). Portanto, os resultados obtidos
em camaras podem ser diferentes dos aplicados a
animais livres (OKELLY & SPIERS, 1992; JOHNSON
et al.,1994). Outras desvantagens desse método sao
os custos elevado de aquisicdo e manutengdo do
equipamento, além da sua reduzida capacidade em
avaliar varios animais simultaneamente.

Técnica do marcador hexafluoreto de enxofre (SF )
O método do marcador hexafluoreto de enxofre (SF,) &
relativamente novo e foi descrito pela primeira vez em
1994 (JOHNSON et al.,1994). A técnica do gas marca-
dor SF6 tem sido utilizada, principalmente, para men-
surar a emissdo de metano em animais sob pastejo
(WOODWARD et al., 2006). A ideia basica do método
€ medir a emissdo de metano a partir taxa de emissao
conhecida de um gas marcador pelo rimen. Para este
resultado, um gas nao toxico, fisiologicamente inerte e
estavel € necessario. O SF, atende a esses critérios, €
barato, tem um limite de detecgédo extremamente baixo
e é simples de analisar (JOHNSON et al.,1992).

Para que o SF, possa ser liberado em taxa constante
a partir do rumen, o gas é colocado dentro de tubos de
permeacao de pequenas dimensdes com taxa de per-
meacgao conhecida. Estes tubos séo colocados no inte-
rior do rimen dos animais experimentais. O ar expirado
€ amostrado através de um tubo capilar de ago inoxida-
vel, colocado na narina do animal adaptado a um ca-
bresto. Este tubo deve estar conectado a uma canga
que consiste em um cano de PVC de alta resisténcia,
submetido a vacuo interno, ao qual é acoplada uma
valvula de metal para amostragens dos gases. As con-
centragbes de CH, e SF, sdo determinadas por croma-
tografia gasosa. A partir da taxa conhecida de liberagéo
do SF, no rimen e das concentragdes de CH, e SF nas
amostras de gas medidas, calcula-se o fluxo de metano
liberado pelo animal (JOHNSON e JOHNSON, 1995).

A técnica pode ser usada para investigar quase to-
dos os aspectos da alimentacao e nutricdo, como por

exemplo, o nivel de alimentacgao, o efeito do alimento,
o efeito da composi¢do quimica e fisica, diferentes
aditivos e pastagens (STORM et al., 2012).

O método tem sido testado durante as duas ultimas
décadas, e algumas dificuldades tém sido relatadas.
Manter uma taxa de liberagdo constante a partir dos
tubos de permeacao é importante, porque variagoes
na taxa de liberagéo de SF, podem afetar as estimati-
vas de emissbes de CH,. Ataxa de liberacéo de SF,
determinada, sob condi¢gbes de laboratorio, pesando
os tubos de permeacao regularmente por pelo menos
durante 45 dias (JOHNSON et al.,2007). Apenas os
tubos de permeagao com taxas de liberagéo altamen-
te lineares devem ser utilizados (PINARES-PATINO
e CLARK, 2008). No entanto, as curvas de permea-
bilidade tém se mostrado ligeiramente curvilineas em
condi¢des de laboratério, o que tem despertado para
a necessidade do desenvolvimento de calculos para
corrigir este fenbmeno (ULYATT et al., 1999; LASSEY
et al., 2001).

Também tem sido demonstrado que os tubos de per-
meacao com elevadas taxas de liberagao podem es-
timar maior emissdo de metano do que os tubos com
as velocidades de liberagdo mais baixas. Portanto,
é recomendavel o uso de tubos de permeagao com
a mesma taxa de liberagdo (VLAMING, 2008; PINA-
RES-PATINO et al., 2008).

Johnson et al. (1994), Mcginn et al. (2006), Pinares
-Patifio et al. (2007) observaram emissdes de metano
ligeiramente menores com a técnica de SF6 quando
comparada as camaras. (5 a 10%). Este fato pode
ser explicado em parte pela pequena percentagem de
metano produzida no intestino que nao € mensurada
na técnica do marcador SF, diferentemente da técni-
ca da camara respirométrica.

Grainger et al. (2007) compararam as emissdes de
metano por vacas leiteiras, utilizando a técnica do tra-
cador SF6 e a camara respirométrica e observaram
valores semelhantes (331 x 322g de CH /dia/vaca).
Maiores variacdes entre os dias de mensuragao e en-
tre vacas foram obtidas para o SF, (CV =6,1e 19,6%)
do que para as camaras (CV =4,3 e 17,8%). Os au-
tores realizaram meta-analise dos dados de emisséao
de trés diferentes locais e observaram que a técnica
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do tragador SF resultou em valores 8% inferiores aos
mensurados em camaras. Assim, é importante o de-
senvolvimento de fatores de corregao para as emis-
sGes mensuradas pela técnica SF,.

O método do marcador SF, apresenta resultados de
emissdes de metano mais variaveis em relagéo a me-
dicdes em caémaras. Desta forma, faz-se necessario
aumentar o numero de animais avaliados e dias de
mensuragao para detectar diferengas entre os trata-
mentos. O método é o unico disponivel para a medi-
¢do individual de animais livres em pastejo (STORM
etal., 2012).

Técnica in vitro de produgao de gases para medi-
¢oes de metano

A técnica in vitro de producdo de gases (TIVPG) tem
sido usada ha décadas para simular a fermentacao
ruminal de alimentos e dietas (RYMER et al., 2005).
Nos ultimos anos tem sido modificada para estimar a
producédo de metano (NAVARRO-VILLA et al., 2011;
PELLIKAAN et al., 2011).

O principio basico da TIVPG é fermentar alimentos
sob condi¢des laboratoriais controladas empregando-
se amostras de liquido ruminal para simular as con-
dicdes de fermentagédo ruminal, em cultura continua
ou em frascos de fermentagao. As amostras séo incu-
badas a 39°C com uma mistura de solugdo tampao,
liquido ruminal, e minerais por um determinado peri-
odo de tempo (24, 48, 72, 96 ou 144h). De preferén-
cia, o indculo é produzido por uma mistura de liquidos
do rumen de varios animais doadores, a fim de obter
um inéculo com a maior quantidade possivel de mi-
cro-organismos ruminais. Portanto, o método requer
acesso ao fluido do rimen fresco, obtido a partir de
ruminantes fistulados (MOULD et al., 2005).

A medicdo do volume de gases pode ser realizada
com o auxilio de um transdutor de pressao ou volti-
metros. A coleta de aliquotas de gases dos frascos de
fermentacgao, e a analise da concentragdo de CH, por
cromatografia gasosa pode ser realizadas de acordo
com Chaves et al. (2006). Ao mesmo tempo, é pos-
sivel determinar in vitro a degradagao dos alimentos
e seus constituintes, tornando-se possivel avaliar as
relagbes entre a quantidade de CH, produzida por
grama de matéria seca (MS), por grama de MS de-

gradada (MSD) ou por gramas de fibra em detergente
neutro (FDN) degradada (FDND), por exemplo.

O método in vitro geralmente € a opg¢ao inicial para a
avaliagao de estratégias de redugao ou de inibigao da
producédo de metano. A técnica in vitro € a menos one-
rosa e a mais rapida, sendo possivel realizar um nume-
ro grande de incubacgdes paralelas de cada vez. Isso
permite uma quantidade suficiente de repeticbes mes-
mo em experimentos com uma quantidade maior de
dietas e suas combinagdes. Além de permitir a avalia-
¢éo dos efeitos de aditivos e dos ingredientes alimenta-
res sobre a metanogénese (STORM et al., 2012).

Bhatta et al. (2006) e Bhatta et al. (2008) observaram
boa concordancia entre as técnicas in vitro e in vivo,
quando compararam mensuragbes de CH, pelas téc-
nicas TIVPG, marcador SF, e camara respirométrica.

As principais desvantagens da TIVPG sao simular
somente as emissdes de CH, referentes a fermenta-
¢ao ruminal, negligenciando as emissdes de CH, e a
digestado do alimento no trato gastrointestinal pos-ru-
men. Além disso, esta técnica nao inclui a adaptagao
dos micro-organismos do rumen para os alimentos
testados. E comum a utilizagéo de fluido ruminal de
animais alimentados com uma racado padrédo, que
nem sempre corresponde aos alimentos testados.

Devido a essas limitagdes os resultados da TIVPG
devem ser sempre interpretados com cuidado, mas
€ uma técnica muito Util, como primeira abordagem
para testar potenciais alimentos e aditivos, ou quando
sao necessarias condigcdes de incubacao controlada.

Técnica do marcador interno CO,

Este método foi recentemente desenvolvido e descri-
to por Mades et al. (2010) com o objetivo de estimar
as emissOes de CH, por ruminantes. Utiliza-se o CO,
como gas marcador interno, como na técnica do mar-
cador SF6, com a diferenga de o CO, ser naturalmen-
te emitido pelos animais.

A técnica baseia-se na mensuragéo da relagdo CH,/
CO, nos gases excretados pelos animais, em inter-
valos regulares. Com o conhecimento da produgéo
diaria de CO, pelo animal, torna se possivel o calculo
da producéo diaria de CH,. A produgéo diaria de CO,
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pelo animal pode ser calculada a partir de dados obti-
dos em experimentos que determinam as exigéncias
nutricionais com camaras respirométricas. Estes ex-
perimentos mostram estreita relagao entre a produ-
¢éo de CO, e a de calor quando diferentes nutrientes
sé&o metabolizados (MADES et al., 2010).

Animais em mantenga produzem aproximadamente
1L CO, por 22,0KJ de calor produzido. As corregdes
podem ser feitas também para animais lactantes ou
ganhando peso (MADES et al., 2010).

As medigbes de CH, e CO, s&o realizadas por um
equipamento portatii chamado Gasmet (Gasmet
Tehcnologies Oy, Helsinquia, Finlandia), por meio de
medi¢cbes de infravermelho (TEYE et al., 2009). O
equipamento é portatil e pode ser facilmente utilizado
em circunstancias muito diferentes.

A principal desvantagem da técnica é que a produ-
¢éo de CO, dos animais € influenciada pela intensi-
dade da atividade fisica exercida pelo animal e sua
producao. Essa restricdo da técnica juntamente com
a coleta de volumes pequenos do ar expirado pelo
animal pode produzir maior variagdo nas estimativas
das emissdes de CH,. O método pode ser facilmente
aplicado a muitos animais permitindo reduzir o erro
padrdao das médias estimadas nos experimentos
(STORM et al., 2012).

CONSIDERAGOES FINAIS

Todos os métodos descritos para a mensuragao das
emissdes de metano pelos ruminantes parecem pro-
missores, alguns possuem metodologias ja conso-
lidadas e outros ainda estdo em desenvolvimento.
Nenhum deles, no entanto, é aplicavel em todas as
situagdes e todos eles requerem uma analise cuida-
dosa das condi¢cbes experimentais antes de sua apli-
cacao. Um adequado conhecimento sobre os méto-
dos é importante no planejamento de experimentos e
na interpretagéo dos resultados obtidos.
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