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ESTRATEGIAS DE ALIMENTAGAO PARA VACAS LEITEIRAS: USO DE
GLICERINA COMO FONTE ENERGETICA E QUITOSANA COMO MODULADOR DE
FERMENTAGAO RUMINAL

RESUMO - Foram realizados dois experimentos para avaliar o efeito de diferentes
estratégias de alimentacao sobre o desempenho de vacas leiteiras. Assim, os objetivos
do presente estudo foram avaliar os efeitos de niveis crescente glicerina bruta
(Experimento 1) e doses crescentes de quitosana (Experimento 2) na dieta de vacas
leiteiras sobre o consumo de matéria seca e digestibilidade dos nutrientes, fermentagao
ruminal, produgao e composicao do leite. No experimento 1 foram utilizadas 24 vacas da
raca Holandesa (oito canuladas no rumen; 184 £ 50 DEL; 594 + 39 kg PC) distruibuidas
em seis Quadrados Latinos 4 x 4, com periodos experimentais de 21 dias, sendo os
ultimos sete dias destinados a coleta de dados. As vacas foram distribuidas dentro de
cada quadrado para receber uma das seguintes dietas: Controle ou 0% de glicerina/kg
de MS; 70 g de glicerina/kg de MS; 140 g de glicerina/kg de MS; e, 210 g de glicerina/kg
de MS em substituicdo ao milho moido da dieta. O consumo de matéria seca e a
producao de leite reduziram linearmente, especialmente quando a glicerina foi incluida
até 210 g/kg MS. Porém, a adi¢ao de glicerina a dieta ndo afetou a composicao do leite.
A digestibilidade total da MS, PB e EE aumentou linearmente, enquanto da FDN reduziu
linearmente, especialmente na dieta contendo 210 g/kg de glicerina. A inclusao de
glicerina as dietas alterou a fermentacao ruminal, com aumento de propionato e butirato,
e redugao de acetato, resultando em menor relagdo acetato: propionato, quando a
glicerina foi adicionada até 210 g/kg da dieta. Inclusdo de altos niveis glicerina bruta a
dieta (210 g/kg) de vacas leiteiras no terco médio-final de lactagcdo, promoveu aumento
na digestibilidade da matéria seca e propionato ruminal mas afetou negativamente o
consumo de matéria seca e a producao de leite. No experimento 2: oito vacas da raca
Holandesa canuladas no rumen (215 + 60 DEL; 641,6 £ 41,0 kg/PC) foram distribuidas
em duplo Quadrado Latino 4 x 4, com peridos experimentais de 21 dias. Os animais
foram distruibuidas para receber 1 dos 4 tratamentos, como segue: CO) controle (sem
adigao de quitosana), Q75, Q150 e Q225 adigéo de 75, 150 e 225 mg de quitosanal/kg

de PC via canula ruminal, respectivamente. O fornecimento de quitosana nao teve efeito



sobre 0 consumo de matéria seca, porém, aumentou a digestibilidade da proteina bruta.
As concentragdes de propionato ruminal aumentaram, enquanto as concentragdes de
butirato, isobutirato, isovalerato e a relagao acetato: propionato reduziram com adi¢cao de
quitosana. A adicio de quitosana aumentou a produgao de leite, PLC, proteina e lactose.
Portanto, nossos resultados sugerem que a glicerina bruta pode ser incluida até 140 g/kg
MS em substituicdo ao milho grao sem afetar o metabolismo e desempenho de vacas
leiteiras, e uso de 225 mg de quitosana/kg PC leva a aumento na concentragéo de
propionato ruminal e producéo de leite. Assim, a glicerina bruta e a quitosana mostram-
se como alternativas para otimizar o desempenho de vacas leiteiras no tergo médio-final
de lactacgao.

Palavras-chave: aditivos, amido, digestibilidade, glicerol, producéo de leite



FEEDING STRATEGIES FOR DAIRY COWS: THE USE OF GLYCERIN AS ENERGY
SOURCE AND CHITOSAN AS A MODULATOR OF RUMEN FERMENTION

ABSTRACT - Two experiments were conducted to evaluate the effects of different
feeding strategies on dairy cows performance. Thus, the objective of this study was to
evaluate the effects of increasing levels of crude glycerin (Experiment 1) and chitosan
(Experiment 2) in the diet of dairy cows on dry matter intake, nutrient digestibility, ruminal
fermentation, milk yield and composition. The experiment 1: twenty-four Holstein cows
(eight rumen cannulated; 184150 DIM; 594139 kg BW) were assigned to six 4 x 4 Latin
square design, with 21-day periods and the 7 last days for sampling. Cows were assigned
within each square to receive one of the following diets: Control or 0 g of glycerin/kg DM;
70 g of glycerin/kg DM; 140 g of glycerin/kg DM; and, 210 g of glycerin/kg DM partially
replacing ground corn of diet. Dry matter intake and milk production linearly decreased,
specially when crude glycerin was added up to 210 g/kg of the diet. However, addition of
glycerin did not affect milk composition. Total-tract digestibility of DM, CP and EE were
linearly increased, and NDF linearly decreased, mainly in the 210 g/kg of glycerin
inclusion in the diet. Feeding glycerin changed ruminal fermentation, with increased
propionate and butyrate, and decreased acetate concentrations, resulting in lower
acetate: propionate ratio, especially when glycerin was added up to 210 g/kg of the diet.
High crude glycerin levels (210 g/kg DM) in the diets of mid-late lactation dairy cows
increased dry matter digestibility and ruminal propionate; but, had negative effect on dry
matter intake and milk production. Experiment 2: eight rumen cannulated Holstein cows
(215.4 £ 60.9 DIM; 641.6 + 41.06 kg of BW) were assigned into a replicated 4 x 4 Latin
square design with 21 d periods. Cows were assigned to receive one of treatments, as
following: CO) control (without chitosan), C75, C150 and C225 addition of 75, 150 and
225 mg/kg of BW chitosan placed through rumen cannula, respectively. Chitosan supply
had no effect on dry matter intake, however, increased crude protein digestibility.
Propionate concentration was increased, while butyrate, isobutyrate, isovalerate and
acetate: propionate ratio was decreased by chitosan. The chitosan addition increased
milk production, FCM, protein and lactose production. Therefore, our findings suggest

that crude glycerin can be included up to 140 g/kg DM replacing corn grain without



negative effect on metabolism and performance of dairy cows; and, using of 225 mg of
chitosan/kg BW led to increase ruminal propionate and milk yield. Thus, crude glycerin
and chitosan showed as an alternative to improve performance of dairy cows in mid-late
lactation stage.

Keywords: additives, digestibility, glycerol, milk yield, starch



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1. INTRODUGCAO

Produtores de leite vivenciam uma situagao de reducéo na rentabilidade devido
ao aumento nos pregos dos insumos, dentre eles os relacionados a nutricdo tém grande
destaque, uma vez que podem representar até 60% do custo efetivo de uma propriedade
leiteira (CEPEA, 2015). Devido a este cenario, produtores e nutricionistas buscam utilizar
coprodutos e maximizar a eficiéncia produtiva dos animais a fim de diminuir os custos de
producao.

A glicerina é um coproduto proveniente da industria de biodiesel, sendo o Brasil
terceiro maior produtor mundial de biodiesel. A Agéncia Nacional de Petréleo padronizou
a inclusao de 7% de biodiesel no 6leo diesel comercializado em todo o territério nacional,
a partir de 2014, acarretando em aumento na oferta de glicerina (ANP, 2015). A glicerina
pode ser incluida nas ragdes de ruminantes como um ingrediente energético e substituir
cereais diminuindo assim os custos com alimentagdo, sendo que a glicerina tem
aproximadamente 40% do valor econbmico e nutrientes digestiveis totais (NDT)
semelhante ao do milho. Uma caracteristica importante da glicerina € a capacidade do
glicerol em ser transformado a acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no rumen,
principalmente em acido propidnico, promovendo melhor aporte energético aos animais
(DONKIN et al., 2009; TERRE et al., 2011). No entanto, no processo de obtencdo da
glicerina sdo geradas algumas substancias que podem ser toxicas, comprometer a saude
e o desempenho animal, principalmente o metanol que acarreta em formagao de acido
férmico durante a metabolizagao hepatica. A questdo a ser respondida com relagao a
inclusédo de glicerina em dietas de vacas leiteira € qual o nivel maximo de inclusdo de
glicerina que nao prejudica o desempenho, a digestibilidade de nutrientes e a saude do
animal.

A melhora da eficiéncia produtiva de vacas leiteiras pode ser alcancada quando
apos a introdugéo de uma tecnologia o animal diminui 0 consumo de alimentos e mantém
a producao de leite ou quando aumenta a produgao de leite sem alterar o consumo de
alimentos. Atualmente, a melhora da eficiéncia produtiva dos animais pode ser alcangada

com a utilizagdo de antibiéticos ionéforos, sendo a monensina a mais utilizada no pais.



Porém, considerando o principio de precauc¢ao, em 2006, a Unido Europeia baniu o uso
de antibidticos ion6foros na alimentagdo animal. Como os paises europeus exercem
grande influéncia sobre os principais consumidores de produtos de origem animal do
mundo a busca por alternativas naturais aos ionoforos torna-se cada vez mais frequente.
Estudos publicados a partir de 2009 na nutricdo de ruminantes demonstram que a
quitosana, biopolimero natural derivado do exoesqueleto de crustaceos e insetos, possui
atividade antimicrobiana sendo capaz de alterar o metabolismo ruminal em direcao a
uma fermentagcdo mais eficiente energeticamente e consequentemente melhorar o
desempenho produtivo dos animais (GOIRI et al., 2009a; GOIRI et al., 2009b; GOIRI et
al., 2010). Essas pesquisas realizadas com a quitosana demonstram frequente aumento
na propor¢ao de acido propiénico ruminal e maior digestibilidade de proteina bruta da
dieta, porém nao ha trabalhos com vacas leiteiras publicados at¢é o momento com
suplementacéao de quitosana.

Portanto, o presente trabalho apresenta os resultados de dois experimentos, em
que o primeiro teve como objetivo determinar os efeitos da inclusao de niveis crescentes
de glicerina bruta na dieta de vacas leiteiras sobre o desempenho produtivo, fermentagao
ruminal, digestibilidade de nutrientes e metabolismo. O segundo experimento teve como
objetivo a avaliacdo de doses crescentes de quitosana na dieta de vacas leiteiras sobre
a digestibilidade de nutrientes, fermentagéo ruminal, e consequentemente a produgéo e

composicao do leite.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacao da glicerina

Glicerina é o nome comercial de um liquido viscoso, incolor, inodoro, higroscépico
e com sabor adocicado, quimicamente definido como glicerol (1,2,3 propanotriol)
(ARRUDA et al., 2007), sua molécula (CsHsO3) contém aproximadamente 1,98-2,29
Mcallkg de energia liquida (SCHOREDER; SUDEKUM, 1999), ou se€ja,
aproximadamente a mesma energia contida no milho. A glicerina € obtida durante a
producao do biodiesel através da reacao de 6leo vegetal ou gordura animal com alcool

anidro (DONKIN, 2008). Durante o processo de transesterificagdo, o 6leo vegetal ou



gordura animal reage com alcool (metanol ou etanol) na presenga de catalisador
(hidréxido de sédio ou potassio), resultando em éster monoalquilado (biodiesel) e seu
principal coproduto, a glicerina (PLA, 2002).

Segundo Dasari et al. (2005), para cada 100 kg de biodiesel produzidos durante
o processo de transesterificagdo de 6leos ou gordura, 10 kg de glicerina sao gerados.
Assim, o aumento na produgao de biodisel acarretara em aumento na disponibilidade e
nos estoques de glicerina, com consequente redu¢cdo em seu prego. Contudo, no Brasil
ainda se observa grande variagdo na composi¢gao da glicerina bruta produzida nas
diferentes regides do pais, especialmente quanto aos teores de glicerol (30 a 90%),
umidade (0,8 a 26%), extrato etéreo (0,5 a 30%), cinzas (2,3 a 12%) e sbdio (6 a 28%)
(OLIVEIRA et al.,, 2013). A glicerina apresenta diversos destinos conhecidos, sendo
utilizada na confeccdo de produtos na industria cosmética, farmacéutica, téxtil e
alimenticia, no entanto, em funcdo do volume de glicerina produzido atualmente e
variagdes em sua composicado esses ramos nao conseguem absorver toda glicerina
produzida, podendo essa ser utilizada na alimentagcdo de ruminantes.

Portanto, com aumento na oferta de glicerina e seu potencial uso como
ingrediente na alimentagao animal o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) regularizou em 2010 o uso da glicerina bruta. A partir de entao o produto deve
atender a um padrdo minimo: minimo 80% de glicerol, maximo de 13% de umidade,
maximo de 150 mg/kg de metanol, sodio e matéria mineral com valor maximo garantido
pelo fabricante, o que pode variar em fungao do processo produtivo. Destaca-se ainda,
a proibicdo do uso de glicerina proveniente da gordura animal na alimentacdo de
ruminantes devido ao risco de ocorréncia de doengas pridnicas. As glicerinas oriundas
de 6leos de mamona e de pinhdo manso também estao desautorizadas em funcéo do

risco da presencga de contaminantes (OLIVEIRA et al., 2011).

2.2 Glicerina e alimentacado de bovinos

Na nutricdo de ruminantes, inicialmente o uso da glicerina (glicerol) foi proposto
como tratamento e prevengao da cetose em vacas leiteiras (JOHNSON, 1954; FISHER
et al., 1973). O glicerol presente na glicerina, € importante precursor gliconeogénico

amplamente conhecido por seu poder de atuar em diferentes etapas do metabolismo da



glicose (LENG, 1970). Segundo Krehbiel (2008), do glicerol consumido, 13% desaparece
do rumen acompanhando a digesta, 44% pela fermentagéo e 43% pela absorgéo através
da parede ruminal. O glicerol pode ser convertido em propionato no rumen através da
fermentagdo microbiana e utilizado na gliconeogénese hepatica (KREBS; LUND, 1966).
O glicerol absorvido na parede ruminal, no figado pela agdo da enzima glicerol quinase,
juntamente com ATP, é convertido em glicerol-3-fosfato e ADP para ser utilizado na
glicolise ou na gliconeogénese, dependendo da condigdo metabodlica do animal
(KREHBIEL, 2008). Remond et al. (1993) afirmam que do glicerol ingerido, 39 a 69% é
fermentado a acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no rumen de animais adaptados.
No rumen, o glicerol é rapidamente fermentado, levando ao aumento na produgao total
de AGCC, com alteracao da relacédo acetato: propionato, quando este € suplementado
(ABUGHAZALEH et al., 2010). Segundo Bergner et al. (1995) em seis horas mais de
90% do glicerol desaparece do rumen, quando este esta sendo utilizado em substituicao
de 15 a 25% do amido da dieta. Trabue et al. (2007), sugerem que 80% do glicerol
desaparece apos 24 horas de incubagao in vitro. Assim, a glicerina bruta se caracteriza
como um ingrediente gliconeogénico para ruminantes.

Atualmente, em ruminantes devido a presenca do glicerol, a glicerina tem se
caracterizado como potencial e promissora fonte energética, principalmente em
substituicdo a fontes ricas em amido (DONKIN, 2008; DONKIN et al., 2009; TERRE et
al., 2011). Schroder e Sudekum (1999) avaliaram a inclusédo de 15% de glicerina de
diferentes purezas (63,3; 85,3 e 99,8% de glicerol) em substituicdo ao amido na dieta de
novilhos, e ndo observaram efeitos sobre o consumo de matéria seca (13,4 kg/dia) e
digestibilidade dos nutrientes. A inclusao de glicerina (0 a 16% MS) na dieta de novilhas
a base de milho floculado e feno de alfafa reduziu linearmente o CMS e propiciou efeito
quadratico no ganho de peso diario, sendo o maior ganho (1,34 kg) alcangado com 2%
de glicerina na dieta (PARSONS et al., 2009). Porém, estes autores destacaram que a
incluséo de glicerina na dieta de animais em terminagdo melhora o ganho de peso e
eficiéncia alimentar, principalmente quando incluida até 8% da MS.

Em bovinos leiteiros a utilizagao de glicerina na alimentag&o tem sido avaliada em
diferentes estudos. Donkin et al. (2009) avaliaram quantidades crescentes de glicerina

0, 5, 10 e 15% na MS da dieta (99,5% glicerol) e ndo observaram diferengca no CMS e



producao de leite, com média de 24,3 e 36,9 kg/dia, respectivamente. Assim, segundo
os autores a glicerina pode ser incluida na dieta em substituicdo ao milho em até 15%
da MS sem efeitos adversos sobre a produgdo e composigao do leite. Berry (2007)
avaliou o uso da glicerina em dietas para vacas leiteiras, através dos seguintes
tratamentos: sem glicerina + 37% de CNF; 5% de glicerina + 37% de CNF; 10% de
glicerina + 37% de CNF; e, 10% de glicerina + 42% de CNF, e ndo encontrou diferenca
no CMS e produgao de leite, com médias de 23,9 e 39,5 kg/dia, respectivamente. Ainda
assim, a inclusdo de glicerina nas dietas aumentou o consumo em 2 kg no tratamento
com 10% de glicerina + 42% de CNF em comparagao ao controle.

No Brasil, alguns estudos tém buscado avaliar os efeitos da inclusao de glicerina
em substituigdo ao milho na dieta de vacas leiteiras. Zacaroni (2010) relatou reducéo na
producao de leite de 23,4 para 21,3 kg/dia (controle vs glicerina) sem alterar o CMS,
quando se incluiu 12,3% de glicerina bruta (76 % glicerol) em substituicdo ao milho na
dieta de vacas leiteiras, resultando em queda na eficiéncia alimentar. San Vito (2010)
avaliando a inclusao de glicerina em substituigdo ao milho (0; 33,3; 66,6 e 100%), relatou
reducédo no CMS a partir de 33,3% de substituigao (21,58 a 20,29 kg/dia), e redugéo na
produgédo de leite quando utilizou 66,6% de substituigdo (31,14 a 28,14 kg/dia), podendo
esta resposta estar relacionada a composigao da glicerina utilizada (84% glicerol e 8,64%
metanol), a qual associada a outros componentes da dieta (fontes protéicas e
carboidratos) podem ter reduzido o CMS e a sintese de proteina microbiana. Ao avaliar
a inclusao em dietas para vacas Jersey em até 12%, Wilbert et al. (2013) ndo observaram
efeito sobre o CMS e producao de leite, podendo a glicerina substituir parcialmente o
milho na dieta de vacas leiteiras.

Contudo alguns estudos tem relatados efeitos negativos da glicerina sobre CMS
e a digestibilidade, especialmente da FDN, limitando sua inclusdo a 10 e 15% da dieta
(DONKIN et al., 2009; CARVALHO et al., 2011; SHIN et al., 2012). Abughazaleh et al.
(2010) avaliaram a substituicdo de milho por glicerina (99,5% glicerol) em experimento
in vitro. Segundo os autores as concentracbes de DNA de Butyrivibrio fibrisolvens e
Selenomonas ruminantium foram reduzidas nas dietas com 30 e 45% de substituicao.
Ruminococcus albus e Succinivibrio dextrinosolvens nao foram alterados pelas dietas

experimentais. Das quatro bactérias testadas neste estudo, duas tém importante



atividade celulolitica (B. fibrisolvens, R. albus) enquanto outras duas sdo importantes na
degradagdo de amido (S. ruminantium, S. dextrinosolvens) no rumen (TAJIMA et al.,
2001; RUSSELL, 2002). De acordo com Hobson e Mann (1961), as bactérias do género
Selenomonas sdo as mais importantes no metabolismo do glicerol. Abughazaleh et al.
(2010) concluiram que dietas com substituicdo de até 15% nao tem efeito sobre a
fermentacdao ruminal. No entanto, outros autores relatam que altas concentragdes de
glicerol levam a efeitos adversos sobre as bactérias ruminais e a produg¢ao de acetato.
Segundo Roger et al. (1992), em baixas concentra¢des (0,1 a 1%), o glicerol n&o tem
efeito sobre o crescimento, adesdo e atividade celulolitica de duas populagbes
microbianas (Ruminococcus flavefaciens e Fibrobacter succinogenes); no entanto, numa
concentragédo de 5% ha inibicdo do crescimento e da atividade celulolitica, sem efeitos
sobre a adesdo. Ainda, estes efeitos negativos da glicerina sobre atividade celulotica
pode estar associada a redugdo no pH ruminal quando a glicerina substitui o milho
(MACH et al., 2009; WANG et al., 2009), que pode ser atribuido a mudangas na relagéo
acetato: propionato no rumen.

Diante do exposto acima, mais estudos in vivo com alta incluséo de glicerina a
dieta leiteiras, especialmente, em dietas tipimicamente brasileiras com silagem de milho
como volumoso basal sao necessarios para determinar o potencial de uso da glicerina

bruta em dietas para vacas leiteiras confinadas.

2.3 Caracterizacao da quitosana

A quitosana (Figura 1a) é um polimero parcialmente desacetilado de
acetilglucosamina (derivado da glicose) que é obtido apds a desacetiliagdo alcalina da
quitina. A quitina é o segundo biopolimero mais abundante na natureza apds a celulose,
sendo um polissacarideo encontrado como principal componente do exoesqueletos de
crustaceos e insetos, como também encontrado na parede celular de bactérias e fungos.
A quitosana é um polissacarideo formado por ligagdes glicidicas e que se difere da
celulose por possuir no carbono-2 de cada monémero um residuo de acetamido no lugar
do grupo hidroxila (SENEL; McCLURE, 2004).

Estruturalmente a quitina (Figura 1b) é semelhante a celulose (Figura 1c),

substituindo-se os grupos hidroxilas do carbono-2 de cada unidade de glicose da



celulose por grupos acetilados (NHCOCHS3). Portanto, a quitina € um polissacarideo
linear contendo cadeias de residuos [(-(1,4)-2acetamida-2desoxi-D-glicose. E a
quitosana difere da quitina, por ocorrer a desacetilagdo na posigcao do carbono-2 de cada
unidade glicosidica por grupos aminas (ANTONINO, 2007). O processo de desacetilagdo
confere a quitina e a quitosana diferentes graus de solubilidade, sendo que a quitina é
insoluvel na maioria dos solventes, enquanto que a quitosana € soluvel em solugdes
aquosas de acidos organicos e inorganicos (GOY et al.,, 2004), sendo que solugdes

viscosas sdo formadas apos a diluigdo da quitosana (SANTOS et al., 2003).

(c) Celulose

Figura 1. Estrutura primaria da (a) quitosana, (b) quitina e (c) celulose (adaptado de
ANTONINO, 2007).



A quitosana vem tomando destaque nas pesquisas e aplicacbes (SENEL;
McCLURE, 2004). O Japéao e os Estados Unidos sdo os paises que mais produzem,
consomem e pesquisam sobre a quitosana (HIRANO; NAGAO, 1989). Em 1993, o Japao
e os EUA foram resposaveis por 24 patentes e 84 publicagdes de acordo com “Chemical
Abstract Citations”.

A quitosana possui uma variedade de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
e, portanto tem sido aplicada em varias areas como no tratamento de agua e dejetos,
agricultura, fabricas de tecido, cosméticos, nutricdo e processamento de alimentos. Além
disso, a falta de toxicidade e de acao alergénica, a biocompatibilidade,
biodegradabilidade e bioatividade fazem com que a quitosana seja uma substancia
atrativa em aplicagbes como farmacéuticas e clinicas (ILLUM, 1998; SINGLA; CHAWLA,
2001). Ainda, a quitosana tem propriedade quelante (LI et al., 1992), ligando-se de forma
seletiva a substancias como colesterol, gorduras, proteinas, células cancerigenas, e
também a ions metalicos, o que tem originado sua exploracédo em diversas aplicagdes
(MARTHUR; NARANG, 1990; ROBERTS, 1992; KURITA, 1986).

A quitosana tem demonstrado atividade inibitéria na proliferacdo bacteriana no
tratamento de feridas infectadas (Ml et al., 2003). A atividade antimicrobiana tem sido
reconhecida contra varias bactérias e fungos, e € influenciada por um numero de fatores
incluindo o tipo de quitosana, o grau de polimerizagao e algumas propriedades quimicas
e fisicas (CHOI et al., 2001, NO et al., 2002). A quitosana normalmente exerce maior
atividade microbiana contra bactérias gram-positivas do que gram-negativas, sendo que
a maior atividade antimicrobiana é alcancada com baixo pH (4.5 - 5.9; SENEL;
McCLURE, 2004). Em solu¢des acidas, as cargas positivas da quitosana interferem com
os residuos de carga negativa de macromoléculas encontradas na superficie celular
bacteriana, presumidamente por competir com ion de calcio por sitios negativos sem
conferir estabilidade dimensional, fazendo com que a membrana se rompa (BEGIN;
CALSTEREN, 1999). A quitosana recebeu o status de segura no EUA e pode ser

utilizada como uma alternativa aos antibiéticos na nutricado animal.



2.4 Efeitos da quitosana na fermentacao ruminal e digestibilidade de nutrientes

Os resultados de alguns estudos demonstraram que a quitosana pode interferir
no metabolismo da fermentac&o ruminal alterando o perfil de acidos graxos de cadeia
curta em direcdo a uma fermentagcdo energeticamente mais favoravel com maior
producao de propionato e menor producao de metano (GOIRI et al., 2009b; Goiri et al.,
2010). Com isso, a partir de 2008 tem-se desenvolvido uma série de pesquisas para
avaliar a inclusdo de quitosana na dieta para aumentar a eficiéncia produtiva dos animais
podendo ser uma alternativa aos antibiéticos ionéforos.

Goiri et al. (2010) estudaram o efeito da quitosana sobre a fermentagcédo ruminal
de ovelhas alimentadas em dieta com proporgao de volumoso:concentrado de 50:50 e
encontraram menor concentracdo de amédnia ruminal e de acidos graxos de cadeia
ramificada, maior concentracdo de propionato e maior valor para a razado de
propionato:acetato no rumen quando comparado a dieta controle. No entanto, os
mesmos autores ndao encontraram alteracdo no CMS e digestibilidade dos nutrientes
quando as ovelhas foram suplementadas com quitosana. Os autores sugeriram que a
quitosana modifica o ecossistema microbiano, afetando negativamente a acédo de
bactérias celuloliticas modulando a fermentacédo ruminal. Em um ensaio com objetivo de
avaliar a produgao animal, Garcia-Rodriguez et al. (2011) avaliaram a incluséo de 1,2%
de quitosana no concentrado de ovelhas leiteiras e observaram diminuigdo no CMS sem
alteracdo na producéo de leite.

Araujo (2011) avaliou doses crescentes de quitosana (0, 50, 100 e 150 mg/kg de
PC), na dieta de novilhos Nelore com 60% de volumoso sobre a digestibilidade de
nutrientes e fermentacdo ruminal. Neste estudo, a adigdo de quitosana nao afetou o
consumo de matéria seca, porém aumentou linearmente a digestibilidade da MS e da
FDN. Além disso, aumentou linearmente a produg¢ado de propionato sem alteragdo na
sintese de PB microbiana. Henry (2013) estudou o efeito de diferentes doses de
quitosana em dietas com baixo e alto teor de concentrado fornecidas a novilhas sobre a
ingestdo de matéria seca e digestibilidade de nutrientes, porém os tratamentos n&o
influenciaram nas variaveis mensuradas quando utilizados marcadores externos (6xido

de cromo e didxido de titanio) para estimar a excregao fecal. Neste estudo a dose maxima



10

utilizada foi cerca de 45 vezes menor (gramas de quitosana / kg de MS da dieta) do que
utilizada por Goiri et al. (2009).

Mingoti (2013) avaliou doses crescentes de quitosana (0, 50, 100 e 150 mg/kg de
PC) em uma dieta com 50% de concentrado de vacas em lactacdo e ndo observou
alteragdao no consumo de nutrientes, no entanto, a quitosana aumentou linearmente a
digestibilidade da PB. Além disso, ndo houve relatos de diferengcas na fermentacgéo
ruminal, sintese de PB microbiana e producdo de leite quando os animais foram
suplementados com quitosana. Del Valle (2014) adicionou 150 mg/kg de PC de
quitosana na dieta de vacas em lactacao com alto teor de concentrado (50%) e observou
aumento na digestibilidade de MS e de PB, com aumento da concentragcdo de acido
propiénico no rumen sem alteracdo na produg¢ao de PB microbiano. Os resultados mais
recentes com quitosana corroboram com o que Goiri et al. (2009a; 2009b) sugeriram,
além disso a quitosana tem constantemente aumentado a digestibilidade da PB da dieta
(ARAUJO, 2011; MINGOTI, 2013; DEL VALLE, 2014) e o motivo desse aumento parece
estar ligado a um mecanismo de agéo da quitosana no intestino ja que os trabalhos n&o
relataram alteragao da concentracdo de aménia no rumen. Assim, sao necessarios mais
estudos in vivo com utilizagdo de quitosana e seus efeitos sobre a fermentacédo ruminal,

digestibilidade dos nutrientes e desempenho.
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Efeitos da glicerina bruta no desempenho, digestibilidade e fermentag¢ao ruminal

em vacas leiteiras alimentadas com dietas a base de silagem de milho

RESUMO: O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da inclusdo de glicerina
bruta em substituigdo ao milho grao em dietas a base de silagem de milho sobre a
producao e composig¢ao do leite, consumo, digestibilidade dos nutrientes e fermentacéao
ruminal em vacas leiteiras. Foram utilizadas 24 vacas da raga Holandesa (oito canuladas
no rumen; 184 + 50 DEL; 594 £ 39 kg PC) distruibuidas em seis Quadrados Latinos 4 x
4, com periodos experimentais de 21 dias, sendo os ultimos sete dias destinados a coleta
de dados. As vacas foram distribuidas dentro de cada quadrado para receber uma das
seguintes dietas: Controle ou 0% de glicerina/kg de MS; 70 g de glicerina/kg de MS; 140
g de glicerina/kg de MS; e, 210 g de glicerina/kg de MS em substituicdo ao milho grdo da
dieta. O consumo de matéria seca e a producgao de leite reduziram quando a glicerina foi
incluida até 210 g/kg MS, porém, a adi¢ao de glicerina a dieta ndo afetou a composicao
do leite. A digestibilidade total da MS, PB e EE aumentou linearmente, enquanto da FDN
reduziu linearmente, especialmente na dieta contendo 210 g/kg de glicerina. A inclus&o
de glicerina as dietas alterou a fermentagdao ruminal, com aumento de propionato e
butirato, e reducdo de acetato, resultando em menor relagdo acetato: propionato,
principalmente quando a glicerina foi adicionada até 210 g/kg da dieta. As concentrag¢des
de AGCC néao foram afetadas pela glicerina. O N-NHs ruminal reduziu linearmente com
aumento da inclusao de glicerina. A sintese de proteina microbiana nao foi alterada pela
adicdo de dlicerina a dieta. A incluséo glicerina aumentou linearmente a glicose
sanguinea. Altos niveis de inclusdo de glicerina (210 g/kg MS) em dietas a base de
silagem de milho afetam a digestibilidade, CMS, e a produgéo de leite; porém, estes
resultados sugerem que a glicerina pode ser adicionada até 140 g/kg MS da dieta em
substituicdo ao milho grao para vacas no tergo medio de lactagao.

Palavras-chave: biocombustiveis, energia, glicerol, composigao do leite
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Effects of crude glycerin on lactation performance, digestibility and ruminal

fermentation in dairy cows fed corn silage-based diets

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the effects of crude glycerin in replacing corn
ground in corn silage based diets on milk yield and composition, feed intake, digestibility,
and ruminal fermentation in dairy cows. Twenty four Holstein cows (eight rumen
cannulated; 184 + 50 DIM; 594 + 39 kg BW) were assigned to six 4 x 4 Latin square
design, with 21-day periods and the 7 last days for sampling. Cows were assigned within
each square to receive one of the following diets: Control or 0 g of glycerin/kg DM; 70 g
of glycerin/kg DM; 140 g of glycerin/kg DM; and, 210 g of glycerin/kg DM in replacing corn
ground of diet. Dry matter intake and milk production decreased when glycerin was added
up to 210 g/kg of the diet. However, addition of glycerin did not affect milk composition.
Total-tract digestibility of DM, CP and EE was linearly increased, and NDF linearly
decreased, mainly in the 210 g/kg of glycerin in the diet. Feeding glycerin changed ruminal
fermentation, with increased propionate and butyrate, and decreased acetate
concentrations, resulting in lower acetate: propionate ratio, especially when glycerin was
added up to 210 g/kg of the diet. Volatile fatty acids were not affected by glycerin. Ruminal
NHs-N linearly decreased as glycerin levels increased. Microbial crude protein synthesis
was not affected by glycerin inclusion in the diet. Glycerin linearly increased blood
glucose. High glycerin levels (210 g/kg DM) in corn silage-based diets affected total-tract
digestibility, DMI and milk production; however, our results suggest that glycerin can be
added up to 140 g/kg of diet for mid-lactation dairy cows in replacement ground corn
grain.

Keywords: biofuels, energy, glycerol, milk composition
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1. Introducgao

O crescimento da industria do biodiesel tem aumentado a demanda por milho
grao, afetando os pregos e o setor de producdo animal (USDA, 2014), levando a busca
por fontes de alimentos alternatios para alimentagdo. A glicerina bruta € um valioso
coproduto da industria do biodiesel produzida por transesterificagao, fabricagao de sabao
por saponificagdo bem como por reagcdo de hidrolises (Tan et al.,, 2013). O glicerol
purificado tem sido usado com sucesso em industria farmacéutica, cosméticos e de
alimentos (Thompson e He, 2006; Tan et al., 2013). Contudo, com o crescimento da
industria de biodiesel, a glicerina disponivel pode exceder a demanda dessas industrias.
A glicerina bruta contém 800-880 g de glicerol/kg (Donkin, 2008), e o glicerol tem sido
empregado como precursor gliconeogénico no inicio da lactagéo (Carvalho et al., 2011;
Piantoni e Allen, 2015). Porém, apesar das evidéncias para uso do glicerol durante o
periodo de transi¢aol/inicio de lactagdao, poucos estudos avaliaram a utilizacido de
glicerina bruta como um macro-ingrediente em dietas para vacas leiteiras (Shin et al.,
2012).

Uma importante caracteristica do glicerol, principal componente da glicerina, é ser
convertido a AGCC no rumen, em especial a propionato (Rémond et al., 1993; Wang et
al., 2009), ou ser absorvido pela parede ruminal e oxidado no figado (Rémond et al.,
1993) aumentando a disponibilidade de energia para o animal. Porém, recentes estudos
tem mostrado aumento em propionato e butirato, as custas de reducédo do acetato com
uso de glicerina nas dietas (Wang et al., 2009; Shin et al., 2012). Estas diferengas podem
estar relacionadas a pureza e quantidade de glicerina usada na dieta, mas também a
outros componentes da dieta, tais como a fonte de forragem, que podem alterar a
fermentagao ruminal.

Ainda, a glicerina tem sido considerada potencial fonte de energia em substituicao
ao amido para ruminantes (Donkin et al., 2009; Carvalho et al., 2011). Donkin et al. (2009)
relataram que a glicerina (99% pureza) pode substituir o milho gréo em até 15% da dieta
sem efeitos negativos sobre a produgéao de leite. Resultados similares foram encontrados
com inclusdo de glicerina em até 10% da dieta de vacas leiteiras (Shin et al., 2012).
Contudo, alguns estudos reportam efeitos negativos da glicerina no CMS e
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digestibilidade, especialmente da FDN, limitando a inclus&o de glicerina a 10 e 15% da
dieta (Donkin et al., 2009; Carvalho et al., 2011; Shin et al., 2012).

Portanto, estudos avaliando a glicerina bruta como principal ingrediente
energético em dietas para vacas leiteiras sao escassos, especialmente acima de 100 g
de glicerina/kg de dieta. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de niveis
crescentes de glicerina bruta (0, 70, 140 e 210 g/kg) em substituicdo ao milho grdao na
dieta de vacas leiteiras sobre a producdo e composicdo do leite, consumo,
digestibilidade, metabolitos sanguineos e fermentacdo ruminal. A hipotese cientifica
avaliada neste estudo sugere que inclusdo de glicerina bruta na dieta de vacas em
lactacao, pode substituir parcialmente o milho grado sem alterar o desempenho produtivo,

digestdo e metabolismo.

2. Material e métodos

2.1 Local, Instalagbes e Animais

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Pesquisa em Bovinos de Leite
(LPBL) do Departamento de Nutrigdo e Producdo Animal (VNP) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP), em
Pirassununga, no periodo de 11 margo de 2013 a 03 de junho de 2013.

A localizacao geografica do LPBL é 21° 57' 28" de latitude sul, 47° 27' 21" de
longitude oeste e altitude de 635 metros. O clima da regiao é tropical, com temperatura
média durante o experimento de 21,05° C. As temperaturas maximas e minimas
registradas foram de 30,01 e 8,80° C, respectivamente. A umidade relativa do ar média
foi de 79,26% e a velocidade do vento de 0,70 km/h.

Foram utilizadas 24 vacas da raga Holandesa (8 canuladas no rumen), multiparas,
com 184 £ 50 dias em lactagao, peso corporal médio de 594 + 39 kg, e produgao média
incial 25,53 + 2,61 kg de leite/dia. Os animais foram distribuidos em seis Quadrados
Latinos 4 x 4, balanceados e contemporaneos. Producgao de leite inicial, dias em lactagao
e peso corporal foram utilizados para alocar os animas aos quadrados. Cada periodo
experimental teve a duragao de 21 dias, sendo os 14 primeiros de adaptacao as dietas

e os demais destinados a coleta de dados. Os animais foram alojados em estabulo tipo
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“free-stall”’, com ventilagéo forcada, em baias individuais de 17,5 m? de area providas de

camas de areia e livre acesso a agua.

2.2 Dietas Experimentais, Coletas e Analises de Alimentos

As vacas foram distribuidas em cada quadrado para receber uma das seguintes
dietas experimentais, formuladas de acordo com NRC (2001): 1) controle ou 0 g de
glicerina/kg MS (sem adi¢cdo de glicerina); 2) 70 g de glicerina/kg MS; 3) 140 g de
glicerina’kg de MS; e, 4) 210 g de glicerina/kg de MS em substituigdo ao milho grdo da
dieta (Tabela 1). A glicerina bruta utilizada neste experimento continha 806 g de
glicerol/kg, 0,026% de metanol, 63 g de cinzas e 124,6 g agua e foi adiquirida de uma
industria de producgéo de biodiesel a partir de éleo de soja (ADM, Rondondpolis, Brasil;
Apéndice 1). A glicerina foi misturada ao concentrado produzido semanalmente, e o
mesmo foi armazenado em sacaria comum até sua utilizagdo. As vacas foram
alimentadas duas vezes ao dia, as 07:00 e as 13:00 h, com dietas em relagdo volumoso:
concentrado 50:50, com silagem milho (42% de espiga em relag&o a planta inteira) como
fonte de volumoso de maneira a permitir de 5 a 10% de sobras. Diariamente o
concentrado foi pesado e misturado manualmente ao volumoso nos horarios de
fornecimento das dietas. O consumo de alimento foi mensurado diariamente pela

diferenca entre quantidade de dieta fornecida e de sobras.

Do 15° ao 21° dia de cada periodo, amostras individuais de ingredientes e sobras
de cada vaca foram coletadas, perfazendo uma amostra composta e armazenadas -20°
C até as analises. Amostras de ingredientes e sobras foram secas em estufa de
ventilacao forgada a 55° C por 72 h, moidas em moinho de facas tipo Willey (Marconi® -
MOQOD - 0.48) com peneiras de 1 mm de crivo e entdo analisadas quanto aos teores de
matéria seca (MS; 930.15; AOAC, 2000), proteina bruta (CP; N x 6.25; 984.13; AOAC,
2000), extrato etéreo (EE; 920.39; AOAC, 2000) e cinzas (942.05; AOAC, 2000). Os
teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram determinados de acordo com Mertens
(2002), usando a-amilase e sem adicédo de sulfito de sédio ao detergente em sistema
Ankon® (Ankom Tech. Corp., Fairport, NY).
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Tabela 1 — Ingredientes e composigao das dietas experimentais

Inclusdo de glicerina, g/kg de MS
Item, g/kg de MS

0 70 140 210
Silagem de milho' 501,40 500,30 505,90 504,00
Milho moido 300,50 219,20 125,10 45,00
Farelo de soja 162,10 174,60 192,80 204,80
Glicerina bruta 0,00 69,90 140,20 210,20
Ureia 5,30 5,30 5,30 5,30
Sulfato de amonia 0,90 0,90 0,90 0,90
Mistura mineral? 29,80 29,80 29,80 29,80
Composigcado
Matéria seca 586,4 587,6 585,0 586,6
Proteina bruta 162,3 160,7 161,2 159,5
Fibra em detergente neutro 301,1 290,5 281,9 271,0
Carboidratos nao fibrosos? 455,7 464,1 468,1 468,1
Extrato etéreo 311 31,2 31,0 31,2
Cinzas 66,3 70,1 74,3 78,0

' Composigéo: 293,0 g de MS; 70,5 g de PB; 556,7 g de FDN; 29,7 g de EE and 38,6 g de
cinzas.

2Contém por kg: 88,0 g de Ca; 42,0 g de P; 18,0 g de S; 45,0 g de Mg; 123,0 g de Na; 14,0
mg de Co; 500,0 mg de Cu; 20,0 mg de Cr; 1050,0 mg de Fe; 28,0 mg de |; 1400,0 mg de
Mn; 18,0 mg de Se; 2800,0 mg de Zn; 80.0 mg de Biotina; 200.000,00 Ul Vit A; 40.000,00 Ul

Vit D; 1.200,00 Ul Vit E.
3CNF= 100 — ([PB - PB da ureia + % ureia] + FDN + EE + Cinzas); Hall (2000).

Do 16° ao 18° dia de cada periodo, amostras de fezes foram coletadas em cada
animal duas vezes ao dia, perfazendo uma amostra composta por vaca. A fibra em
detergente acido indigestivel (FDAI) foi utilizada como marcador para estimativa da
excrecgao fecal e digestibilidade dos nutrientes. Amostras de ingredientes, sobras e fezes
foram secas em estufa de ventilagao forcada a 55°C por 72 h, moidas em moinho de
facas tipo Willey (Marconi® - MOD - 0.48) com peneiras de 2 mm de crivo. Estas

amostras foram entdo pesadas em bags de tecido ndo-tecido (100 g/m?) seguindo a
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recomendagdo de no maximo 20 mg de MS/cm? (Nocek, 1988) e entdo incubadas por
264 h no rumen de duas vacas da raga Holandesa previamente adaptadas de acordo
com técnica descrita por Casali et al. (2008). Apds a retirada do rumen, os bags foram
lavados em agua corrente, secos em estufa de ventilagdo forcada a 55°C e submetidos
a tratamento em solugdo detergente acido para determinar a concentagdo de FDAI
(973.18; AOAC, 2000). A digestibilidade dos nutrientes foi calculada pela relagao de FDAI

consumido (corrigido para sobras) e fezes.

2.3 Producéao e Composicéao do Leite

Os animais foram ordenhados duas vezes ao dia, as 06:00 e as 16:00 h e a
producédo de leite registrada eletronicamente (Alpro®, DeLaval — Tumba, Sweden). Do
16° ao 18° dia de cada periodo, amostras proporcionais as duas ordenhas diarias foram
coletadas e analisadas a fresco para proteina, gordura e lactose (Milkoscan; Foss Eletric,
Hillerod - Denmark). A producgéao de leite foi corrigida para 3,5% de gordura de acordo
com Sklam et al. (1992).

2.4 Escore de Condicédo Corporal e Peso

O escore de condigao corporal (ECC) e peso foram avaliados no sétimo e ultimo
dia de cada periodo. O ECC foi avaliado por 2 técnicos treinados utilizando sistema de
1-5 pontos de acordo com Wildman et al. (1982). Peso corporal foi mensurado apos

ordenha da manha (Brete ME 2.80; Coimma®, Dracena - Brasil).

2.5 Parametros Sanguineos

Amostras de sangue foram coletadas no 15° dia de cada periodo, por pungao da
veia coccigea em tubos com vacuo (vacutainer®) antes da alimentacdo da manha.
Amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 x g por 10 min e o plasma separado e
armazenado a -20°C até as andlises. As analises foram realizadas utilizando kits
comerciais (Glicose: cat. no. K-082; Ureia: cat. no. K-056; AST: cat. no. K-048; GGT: cat.
no. K-080; Bioclin, Belo Horizonte, Brasil), e as leituras realizadas em analisador
automatico (SBA 200, CELM, Sao Caetano do Sul, Brasil).
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2.6 Balanco de Nitrogénio e Sintese de Proteina Microbiana

No 16° e 17° de dia de cada periodo, amostras spot de urina foram coletadas de
cada vaca 4 h apés alimentagcdo da manha. As amostras de urina foram filtradas e sub-
amostras de 10 mL foram diluidas em 40 mL de acido sulfurico e armazenadas a -20°C
para analises de acido urico e alantoina. Amostras de urina pura foram armazenadas
para determinacéo de N total e creatinina. As concentragdes de acido urico e creatinina
foram determinadas com uso de kits comerciais (Acido Urico liquido estavel: cat. no. k-
052; Creatinina cinética: cat.no. K-067; Bioclin). O volume de urina foi estimado a partir
das excregdes diarias de creatinina, como 24,05 mg/kg de PC (Chizzotti et al., 2008) e
das concentragbes de creatinina na amostra spot (Volume de urina = PC x
24,05/Creatinina na amostra spot). As excreg¢des de acido urico na urina, e alantoina na
urina e leite foram determinados por método colorimetrico (Fujihara e Yamaguchi, 1978),
considerados como sendo a excregao total de derivados de purina e a sintese de proteina
microbiana estimada a partir dessas concentragcbes de acordo com Chen e Gomes
(1992). A eficiéncia de sintese microbiana foi expressa como gramas de N microbiano/kg
de MO digestivel fermentada no ramen (MODR: calculado como MO consumida x 0,65;
ARC, 1984). O nitrogénio total nas amostras de urina foi determinado (984.13; AOAC,
2000), e o balango obtido pela diferenga entre N consumido e excretado nas fezes e

urina, e secretado no leite.

2.7 Fermentacdo Ruminal

Para avaliagcao dos parametros da fermentacao ruminal foram utilizadas 8 vacas
canuladas no rumen distribuidas em dois quadrados latinos. No 20° dia de cada periodo,
amostras de liquido ruminal foram coletadas nas areas cranial, ventral e caudal do rimen
em 7 tempos: 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h apds alimentagdo da manha. O pH ruminal foi
imediatamente determinado com uso de peagametro (MB-10, Marte Cientifica, Santa
Rita do Sapucai, Brasil). Apds, amostras de fluido ruminal (50 mL) foram centifugadas a
7000 x g por 15 min, e uma sub-amostra de 2 mL de sobrenadante foi misturado com
0,4 mL de acido férmico PA e armazenadas a -20°C para analise de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC). Outros 2 mL de sobrenadante foram adicionado de 1mL de acido

sulfarico (1 N) e armazenadas a -20°C para determinacdo de nitrogénio amoniacal (N-
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NH3) pelo método fenol-hipoclorito (Broderick e Kang, 1980). As concentra¢cdes de AGCC
no fluido ruminal foram mensuradas em cromatégrafo a gas (GC-2014, Shimadzu,
Tokyo, Japéo) equipado com coluna capilar (Stabiliwax; Restek, Bellefonte, EUA) de
acordo com método descrito por Erwin et al. (1961) e adaptado por Getachew et al.
(2002). As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas a
14500 x g a 4°C por 10 min, e o sobrenadante (1 mL) foi transferido para um frasco seco
e limpo contendo 100 pL do padrao interno (acido 2-etil-butirico 100 mM, Chemservice,
USA). Hélio foi utilizado como gas de arraste (vazdo 8,01 mL/min), o ar sintético como
comburente (vazdo 40 kPa) e o hidrogénio como combustivel (vazdo 60 kPa). A
temperatura de operacgao utilizadas do injetor split/splitless e do detector de ionizagao de
chamas foram de 250°C e da coluna de 145°C. O padrao externo foi preparado com
acidos aceético, propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico e valérico (Chemservice,
USA). O software GCSolution (Shimadzu, Japao) foi utilizado para calculo das

concentracdes de AGCC.

2.8 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados com PROC MIXED (Statistical Analysis System for
Windows 9.0 - SAS - SAS Institute Inc., Cary, USA), de acordo com seguinte modelo:

Yikm= U+ Ti+ Px+ Si+ Am(S) + €jjkim

onde: Yim € o valor observado no animal m, do / quadrado, no ki periodo,
recebendo " nivel de glicerina; y = média geral; T; = efeito fixo do nivel de glicerina (3
GL); Pk = efeito fixo de periodo (3 GL); S; = efeito fixo de quadrado (5 GL); An(S)) = efeito
aleatodrio de animal dentro de quadrado (18 GL), e ejum = erro residual. As variavéis de
fermentacdo ruminal (pH, NHs-N, e AGCC) foram analisados como medidas repetidas
no PROC MIXED do SAS 9.0, considerando no modelo estatistico os efeitos de animal,
periodo, quadrado, tratamento (nivel de glicerina), além dos efeitos de tempo e suas
interagdes com os tratamentos. Estruturas de covariancia testadas incluem CS, CSH,
UNIV, TOEP, TOEPH, AR (1) e ARH (1). A metodologia de Akaike foi utilizada para
determinar a matriz de covariancia a ser utilizada. Resultados sao reportados como
média dos quadrados minimos. Respostas ao nivel de glicerina foram testadas com

contrastes linear e quadratico, considerados significantes a P<0,05. Comparacoes
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multiplas também foram feitas utilizando teste de Tukey ajustado quando os contrates

linear e quadratico foram significativos.

3. Resultados

3.1 Consumo de Matéria Seca e Digestibilidade dos Nutrientes

A inclusdo de glicerina as dietas mostrou efeito linear decrescente no CMS
(P<0,05), seja em valor absoluto ou relativo ao PC (Tabela 2), especialmente quando a
glicerina foi adicionada até 210 g/kg da dieta comparados pelo teste de médias.
Digestibilidade aparente total da MS, PB e EE aumentou lineramente (P<0,05), enquanto
a digestibilidade da FDN reduziu lineamente (P<0.05) quando a inclusdo de glicerina

alcancou 210 g/kg MS.

Tabela 2 — Efeitos da glicerina bruta no consumo e digestibilidade dos nutrientes em

vacas leiteiras

Inclusao de glicerina, g/kg de MS P-valor ?
EPM '

ltem

0 70 140 210 LIN QUA
CMS, kg/d 2197 2197 2142 21,06 0,32 0,041 0,731
CMS, %PC 3,542 3,632 3,49% 337° 0,05 0,011 0,072
Digestibilidade (g/kg)
Matéria seca 0,696° 0,703 0,7172 0,724® 0,003 <0,001 0,847
Proteina bruta 0,734¢ 0,736° 0,755° 0,7722 0,003 <0,001 0,160
Extrato etéreo 0,729¢ 0,761° 0,8412 0,869 0,008 <0,001 0,815

Fibra em detergente neutro 0,5992 0,580% 0,571° 0,543¢ 0,005 <0,001 0,710

ad Médias com diferentes letras dentro da mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
" Erro padrdo da média.

2 Efeitos dos contrastes linear (LIN) e quadratico (QUA).

3.2 Fermentagdo Ruminal
Houve uma interagdo dietaxtempo para pH ruminal (P<0,05; Tabela 3); o que
resultou em menores valores no pH ruminal no tempo 2 para dietas contendo 140 e 210

g/kg de glicerina (P<0,05), e menor valor para dieta controle 8 h apds alimentagao da
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manha (P<0,05; Figura 1). As concentragdes de N-NHs3 ruminal reduziram linearmente
(P<0,05), em especial quando incluséo de glicerina alcangou 140 g/kg MS.

A concetracdo total de AGCC né&o foi alterada pelas dietas (P>0,05; Tabela 3).
Porém, as concentragbes de acetato e isobutirato reduziram linearmente (P<0,05),
enquanto propionanto aumentou linearmente (P<0,05), principalmente quando a
glicerina foi adicionada até 210 g/kg de MS. Houve uma interacdo dietaxtempo nas
concentragdes de butirato e valerato, e para relagéo acetato: propionato (P<0,05). Houve
aumento nas concentragdes de butirato nos tempos 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h apds a
alimentagdo da manha com inclusao de glicerina as dietas quando comparado a dieta
controle (P<0,05; Figura 2). A inclusao de glicerina as dietas promoveu aumento nas
concentracdes de valerato nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h comparado a dieta controle
(P<0,05; Figura 3), principalmente quando a glicerina foi adicionada até 210 g/kg de MS.
Houve uma redugao na relagao acetato: propionato nos tempos 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h apds
a alimentacdo da manha com adicdo de glicerina as dietas (P<0,05; Figura 4),
principalmente na dieta contendo 210 g/kg de glicerina. A inclusdo de glicerina as dietas

nao efetou as concetra¢des de isovalerato (P>0,05; Tabela 3).
7,2

P-valor:
N T 0 70 140 = = 210 Dieta=0.656
7 \ Tempo= <0.001
AN Tempo*Dieta= 0.001
6,8 . .
6,6
I
o
6,4
6,2
6
5,8

Tempo (horas)

Figura 1 — Efeitos da glicerina bruta sobre pH ruminal em diferentes tempos pos-
alimentagao da manha (thorério de alimentagao). 2 ¢ Médias com diferentes letras dentro

de cada tempo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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torm Inclusado de glicerina, g/kg de MS 1 P-valor 2

0 70 140 210 Dieta Tempo Dieta*Tempo LIN QUAD
pH 6,31 6,38 6,38 6,32 0,03 0,656  <0,001 0,001 0,885 0,219
N-NHs, mg/dL 23,742 21,522 18,05 17,54 0,49 0,001 <0,001 0,197 <0,001 0,392
AGCC total, mM 119,11 111,40 108,16 113,87 2,26 0,411 <0,001 0,850 0,368 0,161
Acetato, mM 74,372 58,82° 5537° 53,12° 1,42  <0,001 0,041 0,444 <0,001 0,059
Propionato, mM 24,762 25,112 27,06 33,68°> 0,74 <0,001 <0,001 0,098 <0,001 0,057
Butirato, mM 14,27 21,16 20,21 19,46 0,44  <0,001 <0,001 0,001 0,001 <0,001
Valerato, mM 1,85 2,74 3,21 3,79 0,09 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,300
Isobutirato, mM 1,402 1,302 1,13®* 1,16° 0,03  <0,001 0,122 0,383 <0,001 0,187
Isovalerato, mM 2,472 2273 212> 2,02° 0,05 0,154 0,001 0,435 0,027 0,729
Cc2:C33 3,05 2,39 2,21 1,73 0,056 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,199

ad Médias com diferentes letras dentro da mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

' Erro padr&o da média.

2 Efeitos dos tratamentos (Dieta), Tempo, Interagdo Dieta x Tempo, e contrastes linear (LIN) e quadratico (QUA).

3 Relagéo acetato: propionato.
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Figura 2 - Efeitos da glicerina bruta sobre as concentragdes de butirato em diferentes

tempos pds-alimentagdo da manha (t horario de alimentacéo). 9 Médias com diferentes

letras dentro de cada tempo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 3 - Efeitos da glicerina bruta sobre as concentragcbes de valerato em diferentes
tempos pos-alimentagdo da manha (I horario de alimentagdo). > ¢ Médias com diferentes
letras dentro de cada tempo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 4 - Efeitos da glicerina bruta sobre a relagdo acetato:propionato em diferentes
tempos pds-alimentagdo da manha (1horério de alimentacgao). > 9 Médias com diferentes

letras dentro de cada tempo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.3 Metabdlitos Sanguineos, Balanco de Nitrogénio e Sintese Microbiana

As concentragdes de glicose aumentaram linearmente (P<0,05), em especial a
partir da inclusdo de 70 g de glicerina’lkg MS (Tabela 4). A adicdo de glicerina
proporcionou efeito quadratico na ureia sanguinea (P<0,05), com menores valores em
dietas contendo 70 e 140 g de glicerina/kg MS quando comparados pelo teste de médias.
Contudo, as concentragdes de AST e GGT foram similar entre as dietas (P>0,05).

Consumo de N, N na urina, N nas fezes, N no leite e eficiéncia uso de N foram
reduzidas linearmente (P<0,05; Tabela 4), especialmente quando a glicerina foi
adicionada em 210 g/kg MS. O nitrogénio microbiano e eficiéncia de sintese microbiana
foi similar entre as dietas (P>0,05).
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Tabela 4 — Efeitos da glicerina bruta nos metabdlitos sanguineos, balango de nitrogénio

e sintese de proteina microbiana em vacas leiteiras

Inclusao de glicerina, g/kg de MS P-valor 2

Item EPM 1

0 70 140 210 LIN QUA
Metabdlitos sanguineos
Glicose, mg/dL 78,84> 83,932 83,96° 86,40° 0,74 <0,001 0,303
Ureia, mg/dL 36,952 32,50 32,26° 33,36%> 0,76 0,131 0,011
AST,3 UL 63,91 62,68 61,07 60,41 1,12 0,092 0,592
GGT,* UL 29,77 30,23 29,59 32,24 0,83 0,081 0,195
Balango de Nitrogénio
N consumido, g/d 584,19 587,50 575,15 559,05 859 0,039 0,301
N urina, g/d 193,252 189,65 163,95° 169,73* 4,52 0,002 0,491
N fecal, g/d 158,232 155472 139,34> 127,38° 3,21 <0,001 0,227
N leite, g/d 136,522 126,78 130,15° 121,38° 2,51 <0,001 0,831
Eficiéncia ° 23,692 22,00° 22,48> 22,08>° 0,41 0,001 0,145
N microbiano, g/d 391,43 386,47 370,88 37168 10,81 0,201 0,578
Eficiéncia © 43,08 40,59 39,00 39,82 1,20 0,155 0,358

abe Médias com diferentes letras dentro da mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

' Erro padr&o da média.

2 Efeitos dos contrastes linear (LIN) e quadratico (QUA).

3 AST= aspartato aminotransferase.

4 GGT= gamma-glutamil transferase.

5 Eficiéncia de uso do N = 100 x N no leite (g/d) / N consumido (g/d).

¢ Eficiéncia = g N microbiano/kg de MODR.

3.4 Producao e Composicéao do Leite

A inclusao de glicerina as dietas promoveu redugao linear na producgao de leite,

PLC, eficiéncia (PLC:CMS), e nas produg¢des de gordura, proteina e lactose (P<0,05;

Tabela 5), principalmente quando a glicerina foi adicionada em 210 g/kg MS comparada

pelo teste de médias. No entanto, as propor¢des de gordura, proteina e lactose, e ECC

foi similar entre as dietas (P>0,05).
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Inclusdo de glicerina, g/kg de MS P-valor 2

Item EPM '

0 70 140 210 LIN QUA
Produgao de leite, kg/d 27,742 26,192 26,432 24,64° 0,51 <0,001 0,810
PLC 3,5 %, kg/d 3 31,742 30,242 30,30 27,89° 0,52 <0,001 0,426
Gordura, kg/d 1,212 1,168 1,172 1,06® 0,02 <0,001 0,348
Proteina, kg/d 0,872 0,822® 0,83% 0,78> 0,02 <0,001 0,955
Lactose, kg/d 1,312 1,21° 124> 1,16° 0,02 <0,001 0,735
Composigao
Gordura, g/kg 4407 44,70 4431 4360 0,60 0,592 0,377
Proteina, g/kg 31,41 31,38 3140 3152 0,12 0,524 0,523
Lactose, g/kg 47,10 47,04 47,00 4717 0,17 0,751 0,471
PLC:CMS 4 1,492 1,38° 1423 1,33 0,03 <0,001 0,855
ECCS 2,77 2,76 2,79 2,79 0,30 0,161 0,648

ad Médias com diferentes letras dentro da mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

' Erro padr&o da média.
2 Efeitos dos contrastes linear (LIN) e quadratico (QUA).
3PLC 3,5% = (0,432 + 0,165 x % G) kg de leite (Sklan et al., 1992).

4PLC:CMS = kg de leite’lkg MS consumido

SECC = escore de condig¢éo corporal em escala de 1-5 pontos de acordo com Wildman et al.

(1982).

4. Discussao

Atualmente, o crescimento na industria do biodiesel tem levado ao aumento na

disponibilidade de glicerina bruta, um co-produto com potencial para substituir fontes de

amido em dietas para vacas leiteiras. No presente estudo foi observado uma redug¢ao no

CMS com adigao de glicerina as dietas, especialmente quando a inclusdo chegou a 210

g de glicerina’kg MS. Ezequiel et al. (2015) relataram 15% de redugéo no CMS em vacas

leiteiras alimentadas com dietas contendo 30% de glicerina/MS comparado a dieta

controle. Os efeitos negativos da glicerina bruta no metabolismo e desempenho animal

podem ser atribuidos a trés fatores: a qualidade da glicerina bruta, devido as impurezas

como methanol e minerais (Thompson e He, 2006; Chung et al., 2007); a velocidade com
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que o glicerol é fermentado no rumen (Rémond et al., 1993; Wang et al., 2009; Shin et
al., 2012) e sua capacidade de ser absorvido através da parede ruminal para oxidagao
no figado (Rémond et al., 1993; Krehbiel, 2008). Ezequiel et al. (2015) mostraram que
dietas contendo 30% de glicerina bruta levaram a aumento de 500% na concentragao de
NaCl na dieta e reduziu o CMS em vacas leiteiras. Além disso, altos niveis dietéticos de
minerais e sddio podem resultar em desbalango eletrolitico e afetar a palatabilidade de
dietas contendo glicerina bruta (Chung et al., 2007; Dasari, 2007). Por outro lado, a
glicerina bruta contém alto valor energético que podem influenciar as reagdes de
oxidacdo e intermediarios do ciclo de krebs no figado, estimulando a saciedade e
diminuindo o CMS (Benson et al., 2002; Trabue et al., 2007; Allen et al., 2009).

A digestibilidade aparente total da MS, PB e EE foi aumentada quando a glicerina
foi adicionada a dieta. Estes resultados estdo de acordo com estudo de Donkin et al.
(2009), que reportaram aumento na digestibilidade da MS quando a glicerina foi
adicionada até 15% da dieta; embora, outros estudos ndo demonstrem efeitos da
glicerina sobre a digestibilidade da MS (Wilbert et al., 2012; Shin et al., 2012; Boyd et al.,
2013). Contudo, no presente estudo altos niveis de glicerina tiveram efeito negativo na
digestibilidade da FDN. Estudos in vitro, mostram que o glicerol inibe a atividade e
crescimento de bactérias celuloticas (Roger et al., 1992; Abo EI Nor et al., 2010), que
pode refletir nos efeito negativos da glicerina sobre a digestibilidade da FDN. Abo El Nor
et al. (2010) e Abughazaleh et al. (2011) relataram redugéo na populacao de Butyrivibrio
fibrisolvens quando a glicerina foi adicionada até 7% da dieta. Outros estudos in vivo
também mostram redugao na digestibilidade da FDN com inclusdes de glicerina até 15%
da MS (Donkin et al., 2009; Shin et al., 2012). Além disso, neste estudo a reducdo na
digestibilidade da FDN pode estar associada com mudangas no pH ruminal, propionato
e acetato sugerindo efeitos da glicerina sobre microrganismos ruminais.

A adicao de glicerina as dietas alterou a fermentagao ruminal. Redug¢ao no pH
ruminal é esperada quando fontes de energia mais facilmente digestivel sao utilizadas
na dieta. A incluséo de glicerina as dietas reduziu (Mach et al., 2009; Wang et al., 2009),
ou nao afetou o pH ruminal (Carvalho et al., 2011; Kass et al., 2012; Shin et al., 2012).
Neste estudo, o menor pH ruminal em alguns tempos de amostragem pode estar

associado com aumento de propionato e redugcao de acetato com adigao de glicerina as
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dietas, indicando que a degradacgéao da glicerina no rumen foi provavelmente mais rapida
que das fontes de amido. Estes resultados sédo similares aqueles relatados em outros
estudos, com reducdo nas concentragdes de acetato e aumento em propionato, butirato
e valerato quando a glicerina foi incluida a dieta de vacas leiteiras (Carvalho et al., 2011;
Kass et al., 2009; Shin et al., 2012). Segundo Krehbiel (2008), o glicerol desaparece do
ramen por fermentacao, absorgao através da parede ruminal e passagem com a digesta.
Além disso, 39 a 69% do glicerol consumido & fermentado a AGCC, principalmente a
propionato (Rémond et al., 1993); o que explicaria aumento na disponibilidade de
propionato no rumen de vacas alimentadas com dietas contendo glicerina.

A inclusao de glicerina as dietas nao afetou o total de AGCC no rumen, similar a
outros estudos com vacas leiteiras (Carvalho et al., 2011; Kass et al., 2009; Shin et al.,
2012). Mudancas nos AGCC estdo normalmente associadas a alteracbes em
microrganimos ruminais. No rumen, o glicerol € metabolizado por Megasphaera elsdenii,
Streptococcus bovis e Selenomas ruminantium (Stewart et al., 1997). Selenomas
ruminantium convertem o succinato produzido por outros microrganimos a propionato
(Wolin et al., 1997). Megasphaera elsdenii €& associada com aumentos nas
concentragdes de butirato, sendo uma bactéria chave para utilizagado de acido latico no
ramen (Klieve et al., 2003), e tem o propionato como principal produto final de
fermentacdo (Shin et al., 2012). Assim, altas inclusées de glicerina podem alterar a
populac¢ao de microrganismos ruminais e o perfil de AGCC, com aumento em propionato,
butirato e valerato, como neste estudo. Porém, em estudos in vivo estes efeitos ndo estao
totalmente claros e precisam ser avaliados em mais estudos.

A reducgao no N-NHs ruminal e na ureia sanguinea é consistente com a diminuigao
no CMS e balango de nitrogénio em vacas alimentadas com alta inclusdo de glicerina,
apesar de um aumento na digetibilidade da PB. Menor N-NHs ruminal e ureia no sangue
podem estar relacionados a melhora na eficiéncia de utilizagdo do N no rumen. De fato,
no presente estudo a adi¢cdo de glicerina as dietas ndo alterou a sintese e eficiéncia
microbiana. Do mesmo modo, a inclusdo de glicerina até 15% da dieta n&do afetou a
sintese microbiana (Donkin et al., 2009; Shin et al., 2012).

As glicose sanguinea aumentou com adigdo de glicerina as dietas. As

concentragdes de glicose foram reduzidas (Carvalho et al., 2011), inalteradas (Kass et
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al., 2012; Shin et al., 2012) ou aumentadas (Donkin et al., 2009) quando a glicerina foi
adicionada até 15% da dieta. Diferencas entre estudos podem ser relacionadas a pureza
da glicerina, quandidade de glicerina adicionado a dieta e tempo de amostragem do
sangue em relagdo a alimentagdo. Como a glicerina é rapidamente fermentada no
ramen, especialmente a propionato (Tabela 3) e este € um precursor gliconeogénico, a
glicerina pode promover aumentos na glicose sanguinea.

Altas inclusbes de glicerina a dieta de vacas em lactagdo levou a redugdo na
producédo de leite de 11% ou 3,1 kg/d (Tabela 5) quando comparados a dieta controle
(sem glicerina) e 210 g de glicerina/kg MS, neste estudo. Do mesmo modo, Boyd et al.
(2013) mostrou reducédo na producao de leite com inclusdo de glicerina as dietas. No
entanto, este resultado contrasta com outros estudos prévios que relatam nao haver
diferenca na produgéao de leite em vacas no tergo médio de lactagdo suplementadas com
glicerina (Donkin et al., 2009; Kass et al., 2012; Shin et al., 2012; Wilbert et al., 2013);
porém, em todos estes estudos a glicerina foi adicionada até 15% da dieta. No presente
estudo, a redugado na producédo de leite pode estar relacionada a diminuicdo no CMS e
composicdo da dieta. Apesar da inclusdo de glicerina bruta levar a aumento na
digestibilidade dos nutrientes, o teor de PB e CMS foram reduzidos, o que pode ter
alterado a disponibilidade de proteina metabolizavel no duodeno e consequentemente
reduzir a produgéo de leite. Ainda, o tipo de forragem utilizado pode influenciar a resposta
a inclusdo de glicerina as dietas. Donkin et al. (2009), utilizando silagem de milho,
silagem e feno de alfafa como fontes de forragens, nao relataram efeitos da glicerina na
produgéo de leite. Vacas alimentadas com casca de algodao produziram 5% mais leite
que aquelas com dietas a base de silagem de milho com inclusdo de glicera até 10%
(Shin et al., 2012). Segundo Kass et al. (2012), a inclusao de glicerina até 15% da MS
em dietas a base de silagem de capim nao alterou a produgao de leite mas aumetou o
CMS. Silagem de milho contém altos teores de amido, porém menores de PB e FDN
comparado a silagem de capim (NRC, 2001), assim, o tipo de forragem usado poderia
alterar a fermentacao ruminal, CMS e producéao de leite em reposta a altas inclusdes de
glicerina a dieta.

A falta de efeito da glicerina na composicao de leite em vacas no ter¢o médio de

lactagdo sao similares aos obtidos por Donkin et al. (2009), mas contrasta com outros
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estudos onde a glicerina aumentou a proteina do leite (Shin et al., 2012; Wilbert et al.,
2013), provavelmente associado a diferengas no metabolimo de N. Assim, os resultados
do presente estudo indicam que inclusdes de glicerina em 210 g/kg MS em dietas a base
de silagem de milho contendo alto concentrado ndo melhoram o desempenho de vacas

leiteiras no terco médio de lactacao.

5. Concluséo

Inclus&o de altos niveis de glicerina bruta a dieta (210 g/kg) de vacas leiteiras no
terco médio-final de lactagdo, promove aumento na digestibilidade da matéria seca e
propionato ruminal mas afeta negativamente o consumo de matéria seca, digestibilidade
da fibra em detergente neutro e a producdo de leite. Contudo, nossos resultados
sugerem que a glicerina bruta pode ser incluida até 140 g/kg MS em substituicdo ao

milho grao sem afetar o metabolismo e desempenho de vacas leiteiras.
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CAPITULO 3

O artigo a seguir esta regidido conforme

as normas de publicagdo do Animal Production Science,

exceto o idioma oficial de publicagao e posicionamento de tabelas.
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Efeitos da quitosana na fermentagao ruminal, digestibilidade dos nutrientes,

producao e composicao em vacas leiteiras

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do fornecimento de
quitosana no consumo, digestibilidade dos nutrientes, fermentacdo ruminal e
desempenho de vacas leiteiras. Oito vacas da raca Holandesa canuladas no rumen (215
1+ 60 DEL; 641,6 £ 41,0 kg/PC) foram distribuidas em duplo Quadrado Latino 4 x 4, com
periodos experimentais de 21 dias. Os animais foram distruibuidas para receber 1 dos 4
tratamentos, como segue: CO) controle (sem adi¢do de quitosana), Q75, Q150 e Q225
adicao de 75, 150 e 225 mg de quitosana/kg de PC via canula ruminal, respectivamente.
O fornecimento de quitosana nao afetou o consumo de matéria seca, porém, aumentou
a digestibilidade da proteina bruta. A quitosana nao alterou o pH, NH3 e acetato no
ramen. A adicdo de quitosana aumentou as concentragdes de propionato ruminal,
enquanto as concentragbes de butirato, isobutirato, isovalerato e a relagdo acetato:
propionato foram reduziras com adicdo de quitosana. As concentragdes sanguineas de
glicose, ureia, AST e GGT foram semelhantes entre os tratamentos. O balanco de
nitrogénio nao foi alterado, porém a quitosana aumentou o N no leite. A quitosana nao
alterou a sintese de proteina microbiana. A adicdo de quitosana aumentou a produgao
de leite, PLC, proteina e lactose. A quitosana € um modulador de fermentacao ruminal
natural alternativo. O uso de 225 mg de quitosana/kg PC proporcionou aumento na
concentragcao de propionato ruminal e produgao de leite.

Palavras-chave: aditivo, antimicrobiano, consumo de matéria seca, producao de leite
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Effects of chitosan on ruminal fermentation, nutrient digestibility, and milk yield

and composition of dairy cows

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the effects of chitosan level on intake, nutrient
digestibility, ruminal fermentation and performance of lactating dairy cows. Eight rumen
cannulated Holstein cows (215.4 + 60.9 DIM; 641.6 £ 41.06 kg of BW) were assigned in
a replicated 4 x 4 Latin squares design with 21 d periods. Cows were assigned to receive
1 of 4 treatments, as following: CO) control (without chitosan), C75, C150 and C225
addition of 75, 150 and 225 mg/kg of BW chitosan placed through rumen cannula,
respectively. Chitosan supply had no effect on dry matter intake, however, increased
crude protein digestibility. Chitosan had no effect on ruminal pH, NHs, and acetate
concentrations. Propionate concentration was increased, while butyrate, isobutyrate,
isovalerate and acetate: propionate ratio was decreased by chitosan. Glucose, urea, AST
and GGT blood concentrations was similar between treatments. Nitrogen balance was
not affected, but chitosan increased N milk. Microbial protein synthesis was not affected
by chitosan. The chitosan addition increased milk production, FCM, protein and lactose
production. Chitosan is a natural alternative modulador of ruminal fermentation. The use
of chitosan up to 225 mg/kg of BW has increased ruminal propionate and milk production
of dairy cows.

Keywords: additive, antimicrobial, dry matter intake, milk yield
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1. Introducao

Atualmente, atender as exigéncias de vacas leiteiras de alta produgdo é um
grande desafio para os nutricionistas. Com isso, estratégias como aumentar a densidade
energética da dieta e uso de aditivos tém sido adotados. Na nutricdo de ruminantes, o
uso de aditivos para modular a fermentagéo ruminal e melhorar o desempenho € uma
realidade (Calsamiglia et al., 2007; Goiri et al., 2010). Os ion6foros séo a principal classe
de aditivos utilizados atualmente, porém seu uso tem sido repensado e restringido devido
ao potencial efeito sobre a resisténcia microbiana a antibioticos (Russell e Houlihan,
2003).

Quitosana é um biopolimero natural, ndo-toxico e biodegradavel derivado da
deacetilacédo da quitina que tem sido empregado com sucesso na industria de alimentos,
farmacéutica, comésticos e agricultura, em especial por sua atividade antimicrobiana
(Kong et al., 2010). Em ruminantes, estudos prévios in vitro demonstram que a quitosana
pode modular a fermentagao ruminal, com alteragao no perfil de acido graxos de cadeia
curta (AGCC) e aumento em propionato (Goiri et al., 2009a; Goiri et al., 2009b). No
entanto, estes mesmos autores relatam efeito negativo da quitosana sobre a
digestibilidade da matéria seca (MS) e da fibra em detergente neutro (FDN). Por outro
lado, Goiri et al. (2010) relataram que a quitosana aumentou o teor de propionato ruminal
sem alterar a digetibilidade em ovinos, tornando a fermentagédo energeticamente mais
eficiente. Com isso, dada a importancia da fermentagdo ruminal no metabolismo e
desempenho animal e a possibilidade de uso da quitosana como alternativa aos
ionoforos, mais estudos in vivo sdo necessarios para indentificar o real efeito da
quitosana sobre fermentagao ruminal e desempenho, especialmente em vacas leiteiras.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de doses crescentes de
quitosana sobre o consumo, digestibilidade dos nutrientes, fermentagcdo ruminal e
desempenho de vacas leiteras no final da lactagdo. A hipétese cientifica avaliada neste
estudo sugere que o uso de quitosana na dieta de vacas leiteiras, modifica o padrao de
fermentacdo ruminal e altera a propor¢ao de acidos graxos no rumen melhorando a

producao de leite sem afetar o consumo e digestibilidade dos nutrientes.
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2. Material e métodos

2.1 Local, Instalagbes e Animais

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Pesquisa em Bovinos de Leite
(LPBL) do Departamento de Nutrigdo e Produgdo Animal (VNP) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP), em
Pirassununga, SP.

A localizacdo geografica do LPBL é 21° 57' 28" de latitude sul, 47° 27' 21" de
longitude oeste e altitude de 635 metros. O clima da regido é tropical, com temperatura
média durante o experimento de 18,29° C. As temperaturas maximas e minimas
registradas foram de 30,20 e 6,4° C, respectivamente. A umidade relativa do ar média foi
de 76,32% e a velocidade do vento de 0,80 km/h.

Oito vacas da raga Holandesa, multiparas, canuladas no rumen, com 215 £ 60
dias em lactacao, peso corporal (PC) médio de 641,6 + 41,0 kg foram utilizadas neste
estudo. Os animais foram distribuidos em duplo Quadrado Latino 4 x 4, balanceados e
contemporaneos. Producdo de leite inicial, dias em lactacdo e peso corporal foram
utilizados para alocar os animas aos quadrados. Cada periodo experimental teve a
duracao de 21 dias, sendo os 14 primeiros de adaptagdo aos tratamentos e os demais
destinados a coleta de dados. Os animais foram alojados em estabulo tipo “free-stall”,
com ventilagéo forgada, em baias individuais de 17,5 m? de area, providas de camas de

areia e livre acesso a agua.

2.2 Tratamentos Experimentais, Coletas e Andlises de Alimentos

Em cada periodo, os animais foram distribuidos em cada quadrado para receber
1 dos 4 tratamentos, como segue: CT) controle (sem adi¢ao de quitosana); ou Q75, Q150
e Q225 com adicao de 75, 150 e 225 mg/kg de PC de quitosana, respectivamente. A
quitosana utilizada neste estudo continha as seguinte especificagbes: densidade
aparente 0,32 g/mL; pH 7,9; viscosidade <200 cPs; cinzas 1,35%; e grau de
desacetilagdo de 86,3% (Polymar Industria e Com. Imp. e Exp. LTDA, Fortaleza, Ceara,
Brasil; Apéndice 2). A quantidade de quitosana fornecida a cada animal foi pesada

diariamente em bags de papel, dividida em duas iguais por¢des colocadas direto no
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rumen via canula, as 08:00 e as 16:00 h. A dieta controle, fornecida a todos animais, foi
formulada segundo as recomengdes do NRC (2001) para atender as exigéncias de uma
vaca de 600 kg/PC, produzindo 25 kg/leite/dia contendo 3,5% de gordura e 2,8% de
proteina (Tabela 1). A dieta foi fornecida como ragéo total duas vezes ao dia as 07:00 e
as 13:00 h, de maneira a permitir de 5 a 10% de sobras. O consumo de alimento foi

mensurado diariamente pela diferenga entre quantidade de dieta fornecida e de sobras.

Tabela 1 — Ingredientes e composi¢ao da dieta experimetal basal

ltem Dieta
Ingredientes, % MS

Silagem de milho 63,08
Milho moido 22,52
Farelo de soja 11,50
Ureia 0,75
Sulfato de amonia 0,15
Mistura mineral’ 1,80
Sal 0,20
Composicao, % MS

Matéria seca 52,79
Matéria organica 94,07
Proteina bruta 14,90
Extrato etéreo 2,89
Carboidratos nao fibrosos? 38,11
Fibra em detergente neutro 39,74
Energia liquida® (Mcal/kg MS) 1,47

' Contém por kg: 88,0 g de Ca; 42,0 g de P; 18,0 g de S; 45,0 g de Mg; 123,0 g de Na; 14,0 mg de Co;
500,0 mg de Cu; 20,0 mg de Cr; 1050,0 mg de Fe; 28,0 mg de I; 1400,0 mg de Mn; 18,0 mg de Se;
2800,0 mg de Zn; 80,0 mg de Biotina; 200.000,00 Ul Vit A; 40.000,00 Ul Vit D; 1.200,00 UI Vit E.
2CNF =100 — ([PB - PB da ureia + %ureia] + FDN + EE + cinzas); Hall (2000).

3 Estimado com modelos do NRC (2001).

Do 15° ao 21° dia de cada periodo, amostras individuais de ingredientes e sobras

de cada vaca foram coletadas, perfazendo uma amostra composta por vaca e
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armazenadas a -20°C até as analises. Amostras de ingredientes e sobras foram secas
em estufa de ventilagédo forgada a 55°C por 72 h, moidas em moinho de facas tipo Willey
(Marconi® - MOD - 0.48) com peneiras de 1 mm de crivo e entdo analisadas quanto aos
teores de matéria seca (MS; 930.15; AOAC, 2000), proteina bruta (PB; N x 6.25; 984.13;
AOAC, 2000), extrato etéreo (EE; 920.39; AOAC, 2000) e cinzas (942.05; AOAC, 2000).
Os teores de fibra em detergente neutro foram determinados de acordo com Mertens
(2002), usando a-amilase e sem adicao de sulfito de sédio ao detergente em sistema
Ankon® (Ankom Tech. Corp., Fairport, NY).

Do 16° ao 18° dia de cada periodo, amostras de fezes foram coletadas de vaca,
duas vezes ao dia, perfazendo uma amostra composta por vaca. A fibra em detergente
acido indigestivel (FDAI) foi utilizado como marcador para estimativa da excrecéao fecal
e digestibilidade dos nutrientes. Amostras de ingredientes, sobras e fezes foram secas
em estufa de ventilagado forgcada a 55°C por 72 h, moidas em moinho de facas tipo Willey
(Marconi® - MOD - 0.48) com peneiras de 2 mm de crivo. Estas amostras foram entéo
pesadas em bags de tecido ndo-tecido (100 g/m?) seguindo a recomendagdo de no
maximo 20 mg de MS/cm? (Nocek, 1988) e entdo incubadas por 264 h no rimen de duas
vacas Holandesas previamente adaptadas de acordo com técnica descrita por Casali et
al. (2008). Apds a retirada do rumen, os bags foram lavados em agua corrente, secos
em estufa de ventilacdo forcada a 55°C e submetidos a tratamento em solucéo
detergente acido para determinar a concentacédo de FDAI (973.18; AOAC, 2000). A
digestibilidade dos nutrientes foi calculada pela relagao de FDAi consumido (corrigido

para sobras) e fezes.

2.3 Producéao e Composicéao do Leite

Os animais foram ordenhados duas vezes ao dia, as 06:00 e as 16:00 h e
produgéo de leite registrada eletronicamente (Alpro®, DeLaval — Tumba, Sweden). Do
16° ao 18° dia de cada periodo, amostras proporcionais as duas ordenhas diarias foram
coletadas e analisadas a fresco para proteina, gordura e lactose (Milkoscan; Foss Eletric,
Hillerod - Denmark). A produgéao de leite foi corrigida para 3,5% de gordura de acordo
com Sklam et al. (1992).
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2.3 Escore de Condicéo Corporal e Peso

O escore de condigao corporal (ECC) foi avaliado no sétimo e ultimo dia de cada
periodo, por 2 técnicos treinados utilizando sistema de 1-5 pontos de acordo com
Wildman et al. (1982). Em cada periodo, o peso corporal foi mensurado a cada sete dias
apos ordenha da manha (Brete ME 2.80; Coimma®, Dracena - Brasil), para ajustar a

quantidadade de quitosana fornecida a cada animal.

2.4 Parametros Sanguineos

Amostras de sangue foram coletadas no 15° dia de cada periodo, por pungao da
veia coccigea em tubos com vacuo (vacutainer®) antes da alimentacdo da manha.
Amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 x g por 10 min e o plasma separado e
armazenado a -20° C até as analises. As analises foram realizadas utilizando kits
comerciais (Glicose: cat. no. K-082; Ureia: cat. no. K-056; AST: cat. no. K-048; GGT: cat.
no. K-080; Bioclin, Belo Horizonte, Brasil), e as leituras realizadas em analisador
automatico (SBA 200, CELM, S&o Caetano do Sul, Brasil).

2.5 Balanco de Nitrogénio e Sintese de Proteina Microbiana

No 19° dia de cada periodo, amostras spot de urina foram coletadas de cada vaca
4 h apés alimentagdo da manha. As amostras de urina foram filtradas e subamostras de
10 mL foram diluidas em 40 mL de acido sulfurico e armazenadas a -20°C para analises
de acido urico e alantoina. Amostras de urina pura foram armazenadas para
determinacao de N total e creatinina. As concentracdes de acido urico e creatinina foram
determinadas com uso de kits comerciais (Acido urico liquido estavel: cat. no. k-052;
Creatinine cinética: cat.no. K-067; Bioclin). O volume de urina foi estimado a partir das
excregoes diarias de creatinina, como 24,05 mg/kg de PC (Chizzotti et al., 2008) e das
concentragdes de creatinina na amostra spot (Volume de urina = PC x 24,05/Creatinina
na amostra spot). As excregdes de acido urico na urina, e alantoina na urina e leite foram
determinados por método colorimetrico (Fujihara e Yamaguchi, 1978), considerados
como sendo a excrecgao total de derivados de purina e a sintese de proteina microbiana
estimada a partir dessas concentragbes de acordo com Chen e Gomes (1992). O

nitrogénio total nas amostras de urina foi determinado (984.13; AOAC, 2000), e o balango
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obtido pela diferenga entre N consumido e excretado nas fezes e urina, e secretado no

leite.

2.6 Fermentacdo Ruminal

No 20° dia de cada periodo, amostras de liquido ruminal foram coletadas nas
areas cranial, ventral e caudal do rumen nos tempos: 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h apos
alimentagdo da manha. O pH ruminal foi imediatamente determinado com uso de
peagametro (MB-10, Marte Centifica, Santa Rita do Sapucai, Brasil). Apds, amostras de
fluido ruminal (50 mL) foram centifugadas a 7000 x g por 15 min, e uma subamostra de
2 mL de sobrenadante foi misturado com 0,4 mL de acido formico PA e armazenadas a
-20°C para analise de acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Outros 2 mL de
sobrenadante foi adicionado de 1 mL de acido sulfurico (1 N) e armazenadas a -20°C
para determinacdo de nitrogénio amoniacal (N-NHs) pelo método fenol-hipoclorito
(Broderick e Kang, 1980). As concentragdes de AGCC no fluido ruminal foram
mensuradas em cromatografo a gas (GC-2014, Shimadzu, Tokyo, Jap&o) equipado com
coluna capilar (Stabiliwax; Restek, Bellefonte, EUA) de acordo com método descrito por
Erwin et al. (1961) e adaptado por Getachew et al. (2002). As amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas a 14500 x g a 4°C por 10 min, e
o sobrenadante (1 mL) foi transferido para um frasco seco e limpo com 100 uL do padrao
interno (acido 2-etil-butirico 100 mM, Chemservice, USA). Hélio foi utilizado como gas de
arraste (vazdo 8,01 mL/min), o ar sintético como comburente (vazdo 40 kPa) e o
hidrogénio como combustivel (vazdo 60 kPa). A temperatura de operacéao utilizadas do
injetor split/splitless e do detector de ionizagdo de chamas foram de 250°C e da coluna
de 145°C. O padrao externo foi preparado com acidos acético, propiénico, isobutirico,
butirico, isovalérico e valérico (Chemservice, USA). O software GCSolution (Shimadzu,

Japéo) foi utilizado para calculo das concentragdes de AGCC.

2.7 Andlises Estatisticas
Os dados foram analisados com PROC MIXED (Statistical Analysis System for
Windows 9.0 - SAS - SAS Institute Inc., Cary, USA), de acordo com seguinte modelo:
Yik=u+ Si+ P+ T+ Al(S) + eju,
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Where Yk = variavel dependente; gy = média geral; S; = efeito fixo de quadrado; P;
= efeito fixo de periodo; Tk = efeito fixo de tratamento; A,(S)) = efeito aleatdrio de animal
dentro de quadrado; e, ejk = erro residual. As variavéis de fermentacao ruminal (pH, NHs-
N, e AGCC) foram analisados como medidas repetidas no PROC MIXED do SAS 9.0,
considerando no modelo estatistico os efeitos de animal, periodo, quadrado, tratamento,
além dos efeitos de tempo e suas interagdes com os tratamentos. Estruturas de
covariancia testadas incluem CS, CSH, UNIV, TOEP, TOEPH, AR (1) e ARH (1). A
metodologia de Akaike foi utilizada para determinar a matriz de covaridncia a ser
utilizada. Resultados s&o reportados como média dos quadrados minimos. Respostas
aos tratamentos foram testadas com contrastes linear e quadratico, considerados
significantes a P<0,05. Comparag¢des multiplas também foram feitas utilizando teste de

Tukey ajustado quando os contrates linear e quadratico foram significativos.

3. Resultados

3.1 Consumo e Digestibilidade dos Nutrientes

O consumo de matéria seca, seja em valor absoluto ou relativo ao peso corporal
foi similar entre as vacas dos tratamentos (P>0,05; Tabela 2). A adi¢gao de quitosana nao
afetou a digestibilidade aparente total da MS, MO e FDN (P>0,05). Contudo, a
digestibilidade da PB aumentou linearmente (P<0,05) com adigdo de quitosana, com
maiores valores observados nos tratamentos contendo 150 e 225 mg de quitosana/kg

PC quando comparados pelo teste de média.

3.2 Fermentagdo Ruminal

A adicao de quitosana nao afetou o pH ruminal e as concentragdes de N-NH3
(P>0,05; Tabela 3). Nao houve efeito da quitosana sobre as concentragées de AGCC,
acetato, isobutirato e valerato (P>0,05). Contudo, a quitosana aumentou linearmente as
concentragdes de propionato (P<0,05), e quando comparado pelo teste de média o maior
valor foi observado no tratamento contendo 225 mg/kg PC. O butirato reduziu
linearmente (P<0,05) com uso de quitosana, com maior valor no tratamento com 75

mg/kg PC. As concentrac¢des de isovalerato foram reduzidas linearmente (P<0,05) pela
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adicao de quitosana, com menores valores observados nos tratamentos contendo 150 e
225 mg de quitosana/kg PC quando comparado pelo teste média. O uso de quitosana
reduziu linearmente a relagdo acetato: propionato (P<0,05), com menor valor no

tratamento 225 mg/kg PC pelo teste de média.

Tabela 2 — Efeitos de doses de quitosana sobre o consumo de matéria seca e a

digestibilidade em vacas leiteiras

Tratamentos P-valor 3
EPM 2
Item CcO Q75 Q150 Q225 LIN QUA
CMS, kg/d 19,84 20,22 19,44 20,25 0,47 0,79 0,57
CMS, %PC 2,97 3,03 2,9 2,99 0,08 0,73 0,47
Digestibilidade
Matéria seca 0,650 0,660 0,670 0,670 0,009 0,29 0,66

Matéria organica 0,670 0,680 0,690 0,690 0,001 0,24 0,56
Proteina bruta 0,700*  0,720%> 0,731 0,7312 0,009 0,05 0,39
FDN 0,601 0,570 0,590 0,580 0,011 0,47 0,36
ab Médias com diferentes letras dentro da mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
1CO = controle; Q75, Q150 e Q225 = 75, 150 e 225 mg de quitosana/kg de PC fornecidos

via canula ruminal.

2 Erro padrao da média.

3 Efeitos dos contrastes linear (LIN) e quadratico (QUA).

3.3 Metabdlitos Sanguineos, Balan¢o de Nitrogénio e Sintese Microbiana

As concetragdes sanguineas de glicose, ureia, AST e GGT nao foram alteradas
pela quitosana (P>0,05; Tabela 4). O consumo de N, a excre¢ao de N na urina e fezes,
o balango de N foi similar entre os tratamentos (P>0,05). No entanto, o uso de quitosana
aumentou linearmente o N no leite e a eficiéncia de uso do N (P<0,05), com maiores
valores observados no tratamento com 225 mg/kg PC pelo teste de média. A sintese de
nitrogénio e proteina microbiana, e eficiéncia nao foi afetada pela adicao de quitosana
(P>0,05).



Tabela 3 — Efeitos de doses de quitosana na fermentacédo ruminal em vacas leiteiras

Tratamentos ' P-valor 3

Item EPM 2

CO Q75 Q150 Q225 QUI Tempo Int LIN QUA
pH 6,42 6,42 6,38 6,34 0,04 0,67 <0,01 0,40 0,25 0,70
N-NHs,mg/dL 26,70 24 11 25,64 26,93 0,70 0,69 0,77 0,71 0,79 0,30
AGCC total, mM 109,56 103,90 104,53 105,27 2,07 0,65 <0,01 0,65 0,43 0,36
Acetato, mM 72,29 66,08 68,01 67,42 1,41 0,24 <0,01 0,26 0,20 0,21
Propionato, mM 19,652 19,602 21,562 23,25 0,48 0,09 <0,01 0,07 0,02 0,43
Butirato, mM 11,692 13,14° 10,732 10,332 0,27 0,02 <0,01 0,72 0,03 0,15
Valerato, mM 1,52 1,49 1,47 1,55 0,04 0,93 <0,01 0,46 0,86 0,58
Isobutirato, mM 1,162 1,112 1,02 1,02° 0,04 0,17 0,22 0,59 0,04 0,64
Isovalerato, mM 2,522 2,21ab 1,88P 1,80P 0,05 <0,01 <0,01 0,26 <0,01 0,19
C2:C3,*mM 3,67 3,47 3,25 3,01 0,04 0,01 0,04 0,06 0,01 0,86

ab Médias com diferentes letras dentro da mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

1CO = controle; Q75, Q150 e Q225 = 75, 150 e 225 mg de quitosana/kg de PC fornecidos via canula ruminal.

2 Erro padrao da média.

3 Efeitos dos tratamentos (QUI), Tempo, Interagdo QUI x Tempo, e contrastes linear (LIN) e quadratico (QUA).

4 Relagdo acetato: propionato.

52
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Tabela 4 — Efeitos de doses de quitosana nos metabdlitos sanguineos, balango de

nitrogénio e sintese microbiana em vacas leiteiras

Tratamentos ' P-valor 3

Item EPM 2

CO Q75 Q150 Q225 LIN  QUA
Metabdlitos sanguineos
Glicose 83,56 80,74 78,73 77,36 262 0,30 0,87
Ureia 30,75 29,89 27,95 29,48 1,25 0,49 0,52
AST 4 58,15 62,64 59,99 60,45 1,75 0,69 0,41
GGT S 37,39 32,44 37,16 32,30 244 0,52 0,99
Balango de nitrogénio
N consumido, g/d 491,36 503,09 481,34 500,03 11,79 0,92 0,72
N urina, g/d 153,08 141,75 157,78 155,12 3,98 0,48 0,54
N fecal, g/d 148,68 139,95 12865 131,80 6,48 0,09 045
N leite, g/d 98,672 100,782 103,29 109,69*° 4,69 0,02 0,49
Balanco de N, g/d 90,93 120,62 9162 10342 8,78 0,83 0,31
N leite/N consumido 20,11 20,22 21,42 21,96 0,83 0,02 0,72
N microbiano, g/d 224,86 232,66 227,22 23842 7,13 0,44 0,96
PB Microbiana, g/d 1405,39 1454,10 1420,14 1490,14 4458 0,44 0,96
Eficiéncia © 100,08 103,16 102,90 105,34 3,32 0,48 0,92

ab Médias com diferentes letras dentro da mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

' CO = controle; Q75, Q150 e Q225 = 75, 150 e 225 mg de quitosana/kg de PC fornecidos via
canula ruminal.

2 Erro padrao da média.

3 Efeitos dos contrastes linear (LIN) e quadratico (QUA).

4 AST = aspartato aminotransferase.

5 GGT = gamma-glutamil tranferase.

¢ Eficiéncia = g PB mic/kg de NDT consumido.

3.4 Producao e Composicéao do Leite
A adicdo de quitosana aumentou linearmente a producdo de leite, proteina e
lactose (P<0,05), com maiores valores observados no tratamento contendo 225 mg de

quitosana/kg PC quando comparados pelo teste de média (Tabela 5). A producgéo de
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leite corrigida, gordura, e as proporgdes de gordura, proteina e lactose ndao foram
afetadas pelos tratamentos (P>0,05). A eficiéncia (PL/CMS) foi similar entre os
tratamentos (P>0,05), porém a adigdo de quitosana aumentou numericamente a

eficiéncia de uso da dieta.

Tabela 5 — Efeitos de doses de quitosana sobre a produgao e composicao do leite

Tratamentos ' P-valor 3

Item EPM 2

CO C75 C150 C225 LIN  QUA
Producdo de leite, kg/d 20,062 20,422 21,102 22,20° 0,91 0,02 0,55
PLC 3,5%, * kg/d 2440 25,33 25,16 26,24 1,06 0,16 0,93
Gordura, kg/d 0,97 1,01 0,98 1,02 0,04 0,42 0,92
Proteina, kg/d 0,632 0,642 0,66 0,70 0,03 0,02 0,46
Lactose, kg/d 0,952 0,962 0,992® 1,05 0,04 0,02 0,47
Composicao
Gordura, % 4,77 5,07 4,65 4,65 0,13 0,16 0,22
Proteina, % 3,13 3,15 3,12 3,14 0,02 0,86 0,69
Lactose, % 4,71 4,72 4,66 4,70 0,03 0,45 045
Leite/CMS 5 1,23 1,27 1,29 1,30 0,05 0,18 0,76
ECC® 2,78 2,78 2,78 2,80 0,03 0,41 0,48

ab Médias com diferentes letras dentro da mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
1CO = controle; Q75, Q150 e Q225 = 75, 150 e 225 mg de quitosana/kg de PC fornecidos via
canula ruminal.

2 Erro padrao da média.

3 Efeitos dos contrastes linear (LIN) e quadratico (QUA).

4PLC 3,5% = (0,432 + 0,165 x % G) kg de leite (Sklan et al., 1992).

SPL/CMS = kg de leite/kg de materia seca consumido.

6 ECC = escore de condigdo corporal em escala de 1-5 pontos de acordo com Wildman et al.
(1982).

4. Discussao
Atualmente existe um crescente interesse por aditivos naturais que modulem a
fermentacao ruminal e melhorem o desempenho de ruminantes. No presente estudo,

apesar da quitosana nao alterar o CMS, a digestibilidade da PB melhorou quando os
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animais receberam quitosana. Goiri et al. (2010) em estudo com ovinos alimentados com
dieta de alto concentrado e suplementados com quitosana ndo observaram diferenga no
CMS e digestibilidade dos nutrientes, exceto uma tendéncia a redugéo na digestibilidade
da FDN comparada a dieta controle. Contudo, doses crescentes de quitosana aumentou
a digestibilidade da MS, FDN e PB sem afetar o CMS (Araujo et al., 2015); o que segundo
os autores pode estar relacionado a alteragdes na fermentagédo ruminal. O mecanismo
pelo qual a quitosana alterou a digestibilidade da PB pode ainda estar relacionado a
quantidade de aminoacidos que escapam a fermentagdo ruminal e a absor¢ao de
peptideos no duodeno, uma vez que as concentragcdes de N-NH3 e a sintese microbiana
nao foram afetados pela quitosana. Segundo Yang e Russel (1993), alguns aditivos
podem melhorar a eficiéncia de uso do nitrogénio pela redu¢cdo na deaminagéo ruminal
de aminoacidos, e consequentemente mais chegariam ao duodeno para absorgao.

Na ultima década, foram publicados diversos estudos com uso de quitosana para
alterar a fermentacao ruminal (Goiri et al., 2009; Goiri et al., 2010; Araujo et al., 2015).
Goiri et al. (2010) relataram aumento nas concentragées de propionato e redugcdo em
acetato em estudo in vitro com quitosana quando amido foi usado como substrato, mas
nao com celulose. Normalmente, dietas de vacas leiteiras sdo ricas em amido (25% ou
mais da MS) e este fato poderia contribuir para aumentar a producao de propionato com
uso de quitosana neste estudo. Além disso, a digestibilidade de CNF aumentou
linearmente com uso de quitosana (dados ndo apresentados) o que também poderia
estar associado ao aumento de propionato. Araujo et al. (2015) com dieta similar a
utilizada no presente estudo (60:40 vol:con) observaram aumento linear de propionato
com uso de doses de crescentes de quitosana em novilhos Nelores. Por outro lado,
mudancas nos produtos finais da fermentac¢ao ruminal e aumento em propionato ruminal
sugerem efeitos da quitosana em bactérias gram-positivas (McGuffey et al., 2001).
Geralmente, a quitosana exerce forte efeito antimicrobiano sobre bactérias gram-
positivas comparadas a gram-negativas (Senel e McClure, 2004; Zhong et al., 2008), o
que esta relacionado a membrana externa em bactérias gram-negativas. Segundo Kong
et al. (2010), quando o pH do meio esta acima do pKa da quitosana (6,3 - 6,5) as
capacidades hidrofébicas e quelantes da quitosana sao responsavéis por sua agao

antimicrobiana, porém, no presente estudo a adicdo de quitosana nao afetou o pH
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ruminal (6,4 £ 0,04). Além disso, quando comparado a outros AGCC e eficiéncia de
fermentacdo do propionato € maior e pode reduzir a perda de energia por metano
associada a producao de acetato e butirato (Hungate, 1996).

A quitosana pode reduzir a desaminag¢ao ruminal de aminoacidos, o que pode ser
explicado pela redugéo na concentragédo ruminal de acidos graxos de cadeia ramificada
como isobutirato e isovalerato, que sdo produzidos a partir da deaminagao ruminal de
isoleucina, leucina e valina (Chalupa, 1980; Horton, 1980). Este fato poderia aumentar o
fluxo de aminoacidos para o duodeno e melhorar a digestibilidade da PB e eficiéncia de
utilizacdo do nitrogénio para produgao de leite. De fato, neste estudo a quitosana
aumentou excregcdo de nitrogénio no leite sem alterar o consumo de nitrogénio,
melhorando a eficiéncia de uso do nitrogénio. Ainda, apesar de sua agéo antimicrobiana
(Kong et al., 2010) a quitosana n&o afetou a sintese de proteina microbiana neste estudo.

Na literatura, estudos de desempenho com ruminantes recebendo quitosana
ainda s&o escassos; contudo, quitosana parece melhorar o digestdo e metabolismo em
ruminantes, especialmente pelo aumento de propionato no rumen (Goiri et al., 2010;
Araujo et al., 2015). No presente estudo, a producédo de leite, proteina e lactose
aumentou quando receberam quitosana, o que pode ser associado ao aumento na
producao de propionato e digestibilidade da PB que levou a maior disponibilidade de

energia e nitrogénio para producgao de leite.

5. Concluséo

O uso de 225 mg de quitosana/kg PC proporciona aumento na concentragao de
propionato ruminal e producido de leite. Além disso, o uso de quitosana melhora a
eficiéncia de uso do nitrogénio. Assim, a quitosana pode ser utilizada até 225 mg/kg PC

para melhorar o desempenho de vacas leiteiras em final de lactacao.
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MONG % (m/m) ISO 2464 max. 1,5 0,6
Glicerol
% (/. 5 - in. 80 80,660
(Glycerol) % (/I ,OCS Ea 6-94 min
Sodio Anotar
% 2- 1,92
(Sodium) Gl A0t Ea e (Record Only)
; 5 ;
Densidadee 2RC DAt - 7 ) ASTM D5453 1,20 21,30 1,26
20°C)
Indice de Acidez Anotar
/ - 158
(Acid Value) EIEKOE 6 DS RCL e (Record Only)

Observagao:
Os resultados desta anélise tém significacdo restrita e se aplicam somente as amostras analisadas.
A reprodugdo deste Certificado somente pode ser total e depende da aprovagao formal deste laboratério.
Os métodos utilizados neste(s) ensaio(s) apresentam-se conformes em relacao ao método referenciado. Caso o ensaio tenha
apresentado desvios, adigdes ou exclusdes, estes estarao listados no item informacdes adicionais.

Atestado por (Certificate by): Ronirdes cie;, Souza Campos
WQrundo> A DL LOMED
Registro no CRQ (CRQ Register #):  CRQ - 16200845 - 16 Reglao




@

61

APENDICE 2 - Certificado de Qualidade Quitosana

POLYMAR

CIENCIAE A NOssANATUREZA  |NDUSTRIA E COM. IMP. E EXP. LTDA

CERTIFICADO DE ANALISES

Controle de Qualidade — Produto acabado

PRODUTO ACABADO : QUITOSANA EM PO
FABRICANTE : POLYMAR

LOTE : 010912

DATA FABRICACAO : 09/2012

DATA VALIDADE : 09/2015

Armazenamento: Armazenar a temperatura ambiente de 20 - 30°C, em recipiente
perfeitamente fechado, protegido da luz e umidade.

TESTE ESPECIFICACAO RESULTADOS

01 | Identificacao Conforme prescrito De acordo

02 | Aparéncia P6 de cor creme e odor | De acordo

caracteristico

03 | Aspecto da solugdo em ac. | Cor variando de amarelo a | De acordo
acéticoa 1% creme

04 | Densidade aparente Informativo 0,32 g/ml

05 | Granulometria 95,0% passa em 80 mesh De acordo

06 | Perda por dessecagao 10,0 % max 9,30 %

07 | Cinzas totais 2,0% max 1,35%

08 | pH 7,0-9,0 7,90

09 | Viscosidade < 200 cPs 50 cPs a 20°C, LVt 31, torque

de 11,7 %
10 | Grau de desacetilagao 85,0 % min 86,30 %

Controle Quimico:

01/2013
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APENDICE 3 - Implicagbes no uso de glicerina bruta na dieta de ruminantes

‘Este texto foi preparado baseado em minha experiéncia com a condugdo de

experimentos utilizando glicerina bruta na dieta de ruminantes”

A dlicerina bruta, coproduto da industria do biodiesel tem sido empregado na
alimentagao animal como ingrediente energético. Assim, pesquisas com uso de glicerina
tem sido conduzidas especialmente em substituicio ao milho grdo da dieta de
ruminantes. No Brasil, estudos tem sido conduzidos para avaliar o uso da glicerina na
dieta de bovinos de leite, corte, ovinos e caprinos; sejam mantidos em confinamento ou
criados a pasto.

Por se tratar de um produto liquido, o uso da glicerina traz algumas complicagdes
praticas: necessidade de recipiente para seu transporte e armazenamento; misturador
apropiado para promover mistura da glicerina ao concentrado. Em nosso estudo
especificamente, a glicerina foi transportada e armazenada em bombonas de 200 L; no
entanto, por se tratar de embalagem grande e pesada quando cheia, maneja-la
manualmente € trabalhoso, havendo a necessidade de maquina para seu manuseio
adequado. Ainda, bombonas de 200 L normalmente contém apenas uma ou duas
pequenas saidas, onde adapta-se torneiras para escoar o liquido; atividade que as vezes
pode se tornar trabalhosa e demorada.

Para sua mistura ao concentrado utilizamos um misturador horizontal com
capacidade de 500 kg. Este equipamento facilitou a adicdo e homogeneizacdo da
glicerina ao concentrado, uma vez que em nosso estudo foram utilizados até 21% da MS
de incluséo de glicerina a dieta de vacas leiteiras, ou seja, aproximadamente 42% do
concentrado. O concentrado era preparado semanalmente utilizando o misturador
horizontal e armazenado em sacos comuns de armazenamento de concentrado até sua
utilizagdo. O que podemos observar que altas inclusdes de glicerina 21% da MS da dieta
(£ 42% do concentrado) produziu um concentrado muito umido, havendo necessidade
de uso de embalagens, sacos plasticos para armazenamento desse concentrado
especificamente, ou caso contrario a glicerina escorria da embalagem e a perdiamos.

Ainda, o concentrado da dieta 21% de glicerina (£ 42% do concentrado) a partir do 3 dia
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apos preparo do concentrado formava blocos duros que adquiriam o formato em fungao
de como foram armazenados; assim, era necessario que diariamente os blocos de
concentrado fossem desintegrados manualmente para retorna-los a sua forma farelada
e facilitar sua mistura ao volumoso da dieta, silagem de milho em nosso caso
especificamente. Assim, inclusbes de glicerina acima de 14% da dieta (+ 28% do
concentrado) ndo sao recomendadas em situagdes em que o concentrado precise ficar
armazenado por um periodo até sua utilizagao.

Porém em fazendas comerciais, desde que haja estrutura adequada de
armazenamento (tanques, bombonas, etc.) a mistura da glicerina as dietas pode ser
realizada com uso de vagdes de mistura total, ou serem misturados ao concentrado em
inclusdes de até 14% da dieta.

Mais um fator importante a se destacar € qualidade da glicerina, pois no Brasil
encontramos glicerina bruta contendo de 40 a 80% de glicerol, ou seja, contém alta
quantidade de contaminantes tais como extrato etéreo, agua, minerais (especialmente
sédio) o que influenciara diretamente o consumo e desempenho dos animais quando da
sua suplementacdo. Lembrando que os dados observados no presente estudo foram
obtidos com glicerina bruta contendo 80% de glicerol. Assim, diante do observado no
presente estudo e de dados disponiveis na literatura para se observar repostas positivas
com uso de glicerina bruta em dietas para ruminantes faz se necessario que esta

contenha no minimo 80% de glicerol.
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APENDICE 4 — Implicagdes no uso de quitosana na dieta de ruminantes

‘Este texto foi preparado baseado em minha experiéncia com a condugdo de

experimentos utilizando a quitosana na dieta de ruminantes”

A quitosana co-produto da industria pesqueira derivado da quitina € um
biopolimero natural, biodegradavel e atoxico tem sido proposta com usos diversos em
diferentes areas como na industria farmacéutica, cosmética, alimentos e agropecuaria.
Por sua acdo antimicrobiana, pesquisas tem sido desenvolvidas em nutricdo de
ruminantes para uso da quitosana como um modulador da fermentagcdo ruminal
alternativo ao uso de ionoforos.

Por se tratar de um produto seco e em pé (farelada) ndo ha grandes dificuldades
para se usar quitosana na alimentagao de ruminantes; a mesma pode ser adicionada ao
concentrado durante o preparo da mistura e armazenada normalmente ate uso do
concentrado. O que precisa ainda ser estabelecido em pesquisas futuras é realmente
qual melhor dose para uso nas diferentes espécies e categorias de ruminates; pois, em
nosso estudo por exemplo a utilizagdo de 225 mg/kg PC (dose maxima usada no
presente estudo) melhorou a fermentagao ruminal e a producao de leite.

O que pode ser hoje um entrave ao uso de quitosana na nutrigdo de ruminantes
em larga escala é o prego de aquisicdo da mesma. No Brasil, sobre meu conhecimento
existem trés industrias que produzem quitosana em larga escala, localizadas na regiao
nordeste e sul do pais. Atualmente, podemos adiquirir quitosana em embalagens de 25
kg que sédo entregues nas diferentes regides do pais via transportadora; porém,
realmente ndo sei relatar aqui qual seria o procedimento e prazo de entrega para uma
grande quantia (toneladas) de quitosana. Uma coisa esta clara, a quitosana funciona
como modulador de fermentagao ruminal e tem grande potencial para uso na nutricao de
ruminantes; no entanto, acredito que ainda sdo necessarias mais pesquisas com a
quitosana nas diferentes espécies de ruminantes e fases de produc¢ao para realmente
afirmarmos a dose a ser utilizada para alcangarmos melhoras no desempenho animal e
reducdo de impacto ambiental, ja que mesma melhora o padrdo de fermentagdao no

ramen podendo assim reduzir a perda de energia por produgao de metano por exemplo.



