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RESUMO - O estudo teve como objetivo avaliar a técnica do gas tracador SFs ha mensuracgéo da
emissao de metano entérico em bovinos da raca Nelore, utilizando dois recipientes coletores: cangas
(PVC) e cilindros (Inox). Foram avaliados 289 animais, sendo 97 utilizando cangas e 192 animais
utilizando cilindros. O periodo de mensuracao do metano entérico foi de até 7 dias consecutivos com
troca diaria do recipiente de coleta, a fim de obter 5 coletas validas para cada animal. A emisséo
diaria de metano entérico (CH.GD, em g/dia) foi analisada pelo programa estatistico SAS, e avaliada
por meio das médias, variancias, repetibilidade e correlacdo. Além do efeito do recipiente coletor,
também foram considerados no modelo os efeitos da cépsula de SFs(emissao), pressao inicial
(vacuo) dos recipientes, consumo de matéria seca (CMS)dos animais, e grupo de coleta. Os
resultados mostram que a emisséo diaria de metano entérico(CH4GD) utilizando cilindros é mais
sensivel aos efeitos da capsula de SFs, da pressao inicial e do CMS (P<0,0001), enquanto que a
CH4GD utilizando canga foi sensivel ao efeito do CMS (P<0,0001). Esse resultado também foi
observado nos menores valores das variancias entre animal e dentro de animal para o recipiente de
PVC, porém aCH4GD utilizando cilindros apresentou maior repetibilidade em comparacdo com canga
(53% vs. 27%). Levando em consideracédo apenas os valores médios de CH.GD e as correlagfes de
cada dia de coleta, pode-se sugerir um minimo de 3 dias de coleta, entretanto a combinacao da baixa
repetibilidade com baixa variancia para a canga, e da média repetibilidade com alta variancia para o
cilindro, reforca a importancia de 5 dias de coleta de metano entérico utilizando a técnica do gas
tracador SFes. Mais estudos sd@o necessarios para melhor observacdo de diferencas entre os
recipientes coletores e também para definicdo do minimo de dias de coleta pela técnica do gas

tracador SFe.
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Evaluation of the SF6 tracer gas technique (container and collection days) for measurement

of the enteric methane emission in Nellore steers

ABSTRACT -The purpose of this study was to evaluate the SFs tracer gas technique in the
measurement of enteric methane in the Nellore cattle using two types of containers: Canisters (PVC)
and Cylinders (inox). The study was conducted with 289 animals, which 89 used the canisters
containers and the other 192, cylinders containers. The enteric methane measurement period was up
to seven consecutive days with daily container replacement, in order to obtain five valid samples for
each animal. The daily enteric methane (CH4GD, in g/day) was analyzed using the SAS software, by
means comparison, variability within and between animals, repeatability, and correlation. The effects
of container as well as their initial pressure (vacuum), the SF¢ capsule (emission), dry matter intake
(DMI) of the animal, and collection group were included in the model. The results showed that the
CH4GD using cylinders is more sensible to the effects of the SFs capsule, initial pressure, and DMI (P
0<.0001), while CH4GD using canister showed effects of the DMI (P<0.0001). That result was also
observed in low values of variance between and within animals for the canisters containers; however,
cylinders showed a larger repeatability in comparison with the canister containers (53% vs. 27%).
Taking in consideration only the average values of CH,GD and the correlations between every collect
day, it can be suggested at least 3 days of sample collection. Although low repeatability and low
variance for the canister, and medium repeatability with high variance for the cylinder combined,
reinforces the importance of collecting enteric methane samples for 5 days using the SFs tracer gas
technique. More studies are necessary for a better observation of the differences between containers,

and for defining the minimum period for sample collection.

Keywords: collection duration, methane, SFs tracer gas technique, stainless steel cylinder, PVC

canister.
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1 INTRODUGAO

O setor pecuario enfrenta o dificil desafio de reduzir as emissdes de GEE enquanto responde
a um crescimento significativo da demanda por produtos (projetado para +70% entre 2005 e 2050),
impulsionado pela crescente populagdo mundial (9,6 bilhdes até 2050) e pelo aumento da riqueza e
urbanizacéo (FAO, 2011). As intervencdes possiveis para reduzir as emissdes sdo, em grande parte,
baseadas em tecnologias e préaticas que melhoram a eficiéncia da produg¢édo animal e do rebanho.
Uma gama de tecnologias promissoras, tais como aditivos alimentares, vacinas e métodos de

selecdo genética, tém forte potencial para reduzir as emissdes (Gerber et al., 2013).

Com o desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas de mensuragdo da emissao
individual de metano entérico, tais como cameras respirométricas (Donoghue et al., 2016), técnica
do Fourier transforminfrared (Lassen e Lgvendahl, 2016), GreenFeed systems® (Hristov et al., 2015)
e gas tracador SF¢ (Deighton et al., 2014), atualmente, € possivel incluir caracteristicas relativas a
emissdo de metano nos programas de melhoramento genético de bovinos. As estimativas de
herdabilidade de medidas de emissdo de metano entérico sdo de média magnitude (0,19 a 0,30,
Donoghue et al., 2016; Hayes et al., 2016; Lassen e Lgvendahl, 2016; Manzanilla-Pech et al., 2016)

possibilitando ganho genético por selegcdo. Entretanto, a sua mensuracao é dificil e de alto custo.

A técnica do gas tracador hexafluoreto de enxofre (SFe), usada extensivamente na Nova
Zelandia, Canada, Austrdlia e EUA, e também em paises do norte europeu como Suécia e Noruega
(Storm et al., 2012), é a metodologia de mensurag¢do mais reconhecida e utilizada em bovinos. Essa
técnica foi desenvolvida por Zimmerman (1993) e implantada por Johnson et al. (1994). A ideia basica
deste método é que a emissdo de metano pode ser mensurada se a taxa de um gés tragador (que
seja nao toxico, fisiologicamente inerte, estavel, e que se misture com 0s gases no rimen da mesma
maneira que o CH.) no ramen é conhecida. Esta técnica possibilita estimar a emissao de metano de

grande nimero de individuos sem a necessidade de confina-los.

No Brasil, Primavesi et al. (2004) adaptaram e validaram a técnica utilizando materiais
produzidos no pais. Apesar das dificuldades para se encontrar diversos materiais com caracteristicas
muito especificas, foi possivel viabilizar o processo completo para determinacao do metano entérico,
através de sistema coletor com camara de captacao de ar ruminal feita com tubos de material PVC

(policloreto de vinil).

Mais recentemente, Deighton et al. (2014) identificaram, corrigiram erros substanciais e
validaram a técnica comparando as emissdes estimadas por esta técnica modificada do gas tracador
SFs e por camera respirométrica. As estimativas de emissdo de metano obtidas por SFe e por

cameras respirométricas foram estatisticamente similares, e o coeficiente de variacdo entre animais
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(cerca de 7%) foi similar para as duas técnicas, sugerindo que a técnica modificada do gas tracador

SFes é 0 método mais acurado depois das cameras respirométricas.

Ha uma grande diversidade de formas, tamanhos e materiais de camara coletora do ar
ruminal (PVC, aluminio e aco inoxidavel). Independentemente do tipo de camera coletora,
recomenda-se que sejam realizadas no minimo 5 dias consecutivos de coleta de metano pela técnica
do gés tracador SFe. Esse procedimento garante que o erro na emissdo média de metano seja
limitado (aproximadamente 6%), além de minimizar o viés da contribuicdo do consumo de matéria
seca no dia da coleta (Primavesi et al, 2004; Deighton et al., 2014). Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os resultados de emissdo de metano utilizando a técnica do gas tracador SFeem
bovinos da raca Nelore,e verificar a influéncia do recipiente coletor de amostra (cangas de PVC e
cilindros de aco inoxidavel), além do efeito de outras variaveis como taxa de emissdo da capsula de
SFs, pressao inicial dos recipientes coletores e consumo de MS sobre a técnica de mensuracao.

2. MATERIAL E METODOS

O banco de dados utilizado para o desenvolvimento do trabalho foi proveniente de
experimentos conduzidos no Centro Avangado de Pesquisa de Bovinos de Corte, 6rgéo do Instituto

de Zootecnia do Estado de Sao Paulo, localizado no municipio de Sertdozinho, SP.

Em um dos experimentos foram avaliados 97 novilhos Nelore do Instituto de Zootecnia,
nascidos em 2010 e 2011, com a técnica descrita por Primavesi et al. (2004), utilizando como camara
coletora do ar ruminal uma canga de PVC (policloreto de vinil) de 2,2 litros de volume, trocada a cada
24 horas, por 5 dias consecutivos. Ao final da coleta todas as cangas foram enviadas ao laboratério
da Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna-SP, para analise dos gases por cromatografia gasosa para
o0 célculo da taxa de emisséo de CH4 em g/dia (CH4GD).

Em outro experimento foram avaliados 70 animais Nelore nascidos em 2017 e 122 animais
nascidos em 2018, todos do Instituto de Zootecnia, utilizando a metodologia do géas tracador SFe
modificada, como descrita por Deighton et al. (2014), na qual a camara coletora do ar ruminal € um
cilindro de aco inoxidavel com capacidade para 2 litros, também trocado a cada 24 horas, por 7 dias
consecutivos, a fim de obter 5 dias de coleta validos para cada animal. Ao final da coleta todos os
cilindros foram enviados ao laboratério da Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos-SP, e Embrapa
Meio Ambiente, Jaguaritna-SP, para analise dos gases por cromatografia gasosa para o calculo da

taxa de emissado de CH4GD.
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Os dados foram compilados em planilhas para comparar as emissdes captadas entre as
cangas de PVC e os cilindros de aco inoxidavel. Esse banco de dados foi analisado a fim de obter
respostas sobre a técnica do gas tracador SFg, referente ao recipiente coletor e aos dias de coleta,
para assim melhorar a eficiéncia da técnica de mensurac¢do de metano entérico. Esta comparacao

foi feita por meio de algumas abordagens estatisticas.

Separadamente para cada recipiente (canga e cilindro), considerando 5 dias de coleta por
animal, ajustou-se um modelo linear mixto para a andlise de CH4GD que incluiu os efeitos de classe
de grupo de coleta, e as covariaveis lineares de emissédo da capsula de SFs, pressao inicial do
recipiente, e CMS do animal como fixos, e animal e residuo como efeitos aleatorios (PROC MIXED,
SAS, Inst., Inc., Cary, NC). Foram estimadas também as variancias de CH4GD entre (s%) e dentro
de animal (s%) e a repetibilidade de 5 dias de coleta para cada recipiente. A repetibilidade das
medidas diarias de CH.GD foi calculada como: s24/(s2% + s2).

Por meio de modelo contendo somente o efeito da classe de dias de coletas, foram

comparadas as médias de CH,GD de cada animal considerando a média de 5, 4 e 3 dias de coleta.

Outra abordagem foi a andlise da variancia residual (s?) de CH4GD em cada dia de coleta (1
a 5), ajustando o modelo contendo somente o efeito da classe de dias de coletas, e a opgdo
REPEATED, considerando a matriz ANTE(1) para modelar os residuos. Foram também estimadas
correlacdes de Spearman e Pearson entre cada dia de coleta (1, 2, 3 e 4 dias) e 5 dias, utilizando o
procedimento CORR (SAS, INST., INC., CARY, NC). Para visualizar as mudancas das variancias
residuais ao longo dos dias de coleta de metano entérico, foi calculada a variancia relativa (s2%)
como sendo o percentual da diferenca entre a varidncia do dia de coleta anterior e a variancia do dia
de coleta atual, sobre a variancia do primeirodia de coleta (dia 1): s> % = (s? anterior — s? atual) / s?
(dia 1) x 100) (Marzocchi et al., 2020).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos efeitos avaliados sobre a CH4sGD estdo apresentados na Tabela 1. Ndo
houve efeitos da emissdo da capsula de SFs e da pressdo inicial para a mensuracdao de
CHsGDutilizando canga de PVC, mas houve efeito do CMS dos animais. A mensuracdo de
CH4GDfeita com o uso do cilindro de inox apresentou maior sensibilidade aos efeitos avaliados, como

emissao da capsula, pressao inicial e CMS.

Segundo Lassey et al. (2001), um ponto a se levar em consideragéo € a taxa de liberacao da

capsula de SFs. Os autores observaram que a emissédo de SFgndo é linear e sim curva, justificando
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gque essa curvatura é a pressao interna saturada do SFs a temperatura de 39°C a 32 bar, quando o
SFe ndo responde a “lei do gas ideal”, perdendo assim sua aptiddo a técnica. Além disso, ha
variacdes entre os lotes de capsulas devido a razdo desconhecida, podendo ser relacionada com as
condicBes de enchimento das mesmas. Para evitar esse tipo de erro, em cada grupo de coleta as
capsulas devem ser selecionadas levando em consideracao o valor médio de emissdo e 0 mesmo
lote de enchimento. No presente trabalho, a variagdo média de emissao da capsula dentro de cada
lote foi de 80 e 167 ng/min respectivamente para cangas e cilindros.

Em relacdo a pressao inicial (vacuo) dos recipientes coletores na mensurag¢do da emissao de

metano entérico foi mantido em todas as coletas um valor padréo de -13 psi.

O consumo de matéria seca (CMS) é um fator de grande relevancia, pois pode afetar
diretamente a emissdo de CHa, ou seja, quanto maior o consumo de alimentos pelo animal, maior
serd a emissdo de CH4, por isso deve ser levada em consideracdo para a analise dos dados. No
presente trabalho os dados foram provenientes de experimentos com mensuracdo do consumo
alimentar, sendo que os animais que utilizaram cangas de PVC permaneceram em baias individuais,
enguanto os animais que utilizaram cilindros de inox permaneceram em baias coletivas com cochos
de alimentacdo automaticos. Durante a mensuragdo do CH, entérico, foi fornecida a mesma dieta
para os animais dentro de cada grupo de coleta, assim como sugerido por Berndt et al. (2014) para

garantir maior acuracia nas coletas com periodos de até 5 dias.

Outro ponto importante a se destacar € em relagdo a utilizagcdo de cangas na regido do
pescoc¢o do animal ou cilindros na regido do lombo em testes de eficiéncia alimentar em que h&
necessidade de mensuragdo do CMS. Os cilindros possuem uma vantagem em testes de eficiéncia
alimentar, pois devido sua posi¢cdo no corpo do animal, 0 animal consegue se alimentar nos cochos
automaticos em baias coletivas. Ja a utilizacdo de cangas, pela posicdo no pescoco, 0 animal tem

que permanecer em baias individuais para a mensuracdo do CMS.

Tabela 1. Coeficientes de regressao dos efeitos da emisséo da capsula, pressao inicial do recipiente de coleta
e consumo de matéria seca dos animais, sobre a taxa de emissédo de metano (CH4GD, em g/dia) de
bovinos da raga Nelore, considerando 5 dias de coleta

o Canga Cilindro
Variaveis
B EP Valor P B EP Valor P
Cépsula, ng/min 0,0171 0,0158 0,2806 0,0289 0,0036 <0,0001
Presséo Inicial, psi 1,4598 0,9913 0,1417 -6,0055 1,3212 <0,0001
Consumo MS, kg 9,5584 1,2519 <0,0001 7,9269 0,7007 <0,0001

1B: coeficiente de regresséao; EP: erro padrao.
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Na comparacéo das médias, ndo houve diferenca para a variavel CH,GD entre3, 4 e 5 dias

de coleta para ambos recipientes (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo dos valores das médias de emissdo de metano entérico (CH4GD, em g/dia) considerando
3, 4 e 5 dias de coleta utilizando cangas de PVC (a esquerda) e cilindros de Inox (a direita).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as variancias entre e dentro de animal, e a repetibilidade de 5
dias de coleta, por canga e cilindro. A técnica de mensuragdo utilizando cilindros apresentou
repetibilidade maior em comparacédo ao uso de cangas (53,5 versus 26,6%), porém a utilizacéo de
cangas apresentou menor variagdo em comparacao aos valores obtidos com os cilindros, explicando

os resultados da Tabela 1.

Ha alta variabilidade entre os animais para CHsGD com a mesma alimenta¢do. H& também
grande variabilidade dentro de animal (Pinares-Patifio e Clark, 2008), fazendo com que sejam

necessarios varios dias consecutivos de coleta para obter a taxa de CH,GD do animal.

As repetibilidades mostradas na Tabela 2 sugerem que as medidas diarias de CH.GD variam
menos dentro de animal. Lassen et al. (2012), avaliando emissdo de metano entérico em vacas
holandesas, afirmam ser aceitavel repetibilidade de 37%. Ja Pinares-Patifio et al. (2011) consideram
16% de repetibilidade para classificar os animais conforme a sua emissdo. Portanto, os valores
apresentados de repetibilidade validam a técnica, sendo que a utilizacdo do cilindro resultou em

maior repeticdo comparado com a utilizacdo da canga.

Os valores das variancias e correlacdes estimados entre os dias de coleta para a
caracteristica CH4GD, separadamente para cada recipiente coletor utilizando a técnica do gas

tracador SFe, sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 2. Média de emissdo de metano entérico (CH4GD), variancias entre e dentro de animal e repetibilidade
considerando 5 dias de coleta utilizando cangas de PVC e cilindros de Inox na técnica do gas
tracador SFe

5 dias de Coleta

Parametros Cangas de PVC Cilindros de Inox
(n=291) (n =566)
CH4GD, g/dia 120,5 184,1
Variancia entre animal, g/dia? 128,1 694,3
Variancia dentro de animal, g/dia? 353,1 602,7
Repetibilidade, % 26,61 53,53

Tabela 3. Variancias residuais e variancias relativas, e correlagcdes de Spearman e Pearson para emissao de
metano entérico (CH4GD) e dias de mensuracao pela técnica do gas tragador SFes estudadas em 97
animais utilizando cangas (PVC) e 192 animais utilizando cilindros (Inox)

Dias de coleta

Caracteristica Recipiente Critério
1d 2d 3d 4d 5d

VRES 745,5 658,3 665,1 744,3 816,4
VREL - 11,7 -0,91 -10,6 -9,67

Canga (PVC)
SPE 0,87 0,93 0,97 0,99 1,00
CH4GD PEA 0,87 0,94 0,96 0,98 1,00
(9/dia) VRES 2155 1927 1765 1633 1591
VREL - 10,6 7,52 6,13 1,95

Cilindro (Inox)
SPE 0,86 0,94 0,97 0,99 1,00
PEA 0,85 0,94 0,97 0,99 1,00

CH4GD = emisséo de metano entérico. VRES = variéncia residual, VREL = variancia relativa, SPE = correlacdo
de Spearman entre cada dia de coleta e 5 dias, PEA = correla¢gdo de Pearson entre cada dia de coleta e 5 dias.

A variancia residual da emissao de metano entérico foi maior com a utilizag&o de cilindro inox
em comparacao a canga, porém as variancias relativas foram diminuindo com o aumento dos dias
de coleta, o0 que é desejavel. Ja as correlacdes estimadas entre os dias de coleta 1, 2, 3 e 4 com 5
dias foram aumentando ao longo do periodo avaliado em ambos recipientes, cangas e cilindros.
Assim como no estudo de Ahlberg et al. (2018) se considerarmos correlages iguais ou acima de
0,95 para definir os dias minimos de coleta da emissdo de metano entérico, os resultados indicam
gue tanto para cangas quanto para cilindros devem ser considerados minimo de 3 dias de coleta,
assim como recomendacao de Johnson et al. (2007). Porém é necessario avaliar em conjunto outras

caracteristicas relacionadas a técnica.
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4. CONCLUSAO

Levando em consideracdo apenas o0s valores médios da taxa de emissdo de metano e as
correlacdes de cada dia de coleta, pode-se sugerir um minimo de 3 dias de coleta. Entretanto, a
combinacédo da baixa repetibilidade com baixa variancia para a canga, e da média repetibilidade com
alta variancia para o cilindro, reforgca a importancia de 5 dias de coleta de metano entérico utilizando
a técnica do gas tracador SF6. Mais estudos sao necessarios para melhor observacédo de diferencas
entre os recipientes coletores e também para definicdo do minimo de dias de coleta pela técnica do
gas tracador SF6.
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