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UTILIZAGAO DE GLICERINA, SUBPRODUTO DO BIODIESEL, NA
ALIMENTACAO DE BOVINOS

RESUMO: A crescente preocupagdo com o aquecimento global incentiva as
discussdes sobre novas fontes de energia, destacando-se o biodiesel. O processo
de produgéo desse biocombustivel gera residuos como tortas, farelos e glicerina. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos da inclusao de glicerina na ragédo de
bovinos sobre, consumo, digestibilidade aparente dos nutrientes, producédo de
gases, pH, aménia, quantificacdo e composicdo da massa microbiana. O trabalho foi
conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias-FCAV/Unesp, campus
de Jaboticabal, utilizando-se cinco bovinos mesticos. As dietas foram formuladas
com a inclusdo de 0, 5, 10, 15 e 20 % de glicerina na MS. O delineamento
experimental foi quadrado latino 5 x 5. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e regressao adotando nivel de significancia de 5%. As dietas com glicerina
resultaram em menores concentracdes de extrato etéreo e carboidratos néao
fibrosos, 0 que levou a uma redugédo linear no consumo desses nutrientes (p<0,05)
em kg/dia, %PV/dia e g/kgPV®"°. A digestibilidade da fibra em detergente neutro e
carboidratos nédo fibrosos foi influenciada (p<0,05) apresentando redugao linear com
o aumento do porcentual de glicerina na dieta. A fermentagédo ruminal foi alterada
apresentando decréscimo linear na concentragdo ruminal de N-NH3; com a inclusao
desse subproduto. A incluséo de glicerina ndo influenciou a produgado de metano em
L/dia, g/dia, g/KgMSI e g/KgFDNi nem o pH ruminal entre os tratamentos. Nao foram
observados efeitos das dietas (p>0,05) sobre as BSA, verificou-se apenas diferengas
quanto ao tempo de colheita para MO% e N%. Foram verificadas redugbes na
producao e composi¢ao de BLA e PLA (p<0,05) com a inclusao de glicerina na dieta.
A utilizacdo de altas concentracdes de glicerina na dieta de bovinos necessita de

maiores estudos para a determinac¢ao do limite de inclusdo desse subproduto.

Palavras-chave: biodiesel, bovinos, digestibilidade, fermentacdo ruminal,

metabolismo, subproduto
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GLYCERIN, BIODIESEL BYPRODUCT, IN CATTLE FEED

SUMMARY: The growing concern about global warming encourages new
discussions about energy sources, especially biodiesel. The biodiesel production
generates residues as meals and glycerin. The aim of this work was to evaluate the
effects of glycerin inclusion in the cattle diet on intake, apparent digestibility, ruminal
gas production, pH, ammonia, microbial mass quantification and composition. The
experiment was carried out in FCAV / Unesp, Jaboticabal campus, using five
crossbred cattle. The diets were formulated with 0, 5, 10, 15 and 20% glycerin
inclusion in DM. Statistical design was a 5X5 Latin Square. The results were
submitted to variance analysis and regression adopting 5% level significance. The
glycerin inclusion in the diets affected lipids and non-fiber carbohydrates
concentrations and subsequently its intake in kg/day, %BW and g/kgBW®'®. The
neutral detergent fiber and nonfiber carbohydrates digestibility was influenced
(p<0.05) showing linear decrease with glycerin increase in diet. The rumen
fermentation showed linear decrease in NH3-N ruminal concentration with glycerin
inclusion. Glycerin inclusion didn’t influenced methane production in L/day, g/day,
g/kgDMi and g/kgNDFi, or ruminal pH between treatments. There were no diet effect
(p>0.05) in the PAB for treatments, there was differences only in the time at feeding
for OM% and N%. Reductions were observed in BLA and PLA production and
composition (p<0.05) with glycerin inclusion in diet. The high concentrations of
glycerin in cattle diets needs further studies to determine the limit inclusion of this

byproduct.

Keywords: biodiesel, byproducts, cattle, digestibility, metabolism, ruminal

fermentation






INTRODUCAO

A crescente preocupagdao com o meio ambiente, o aquecimento global, o
desenvolvimento sustentavel e a possibilidade do fim das reservas fésseis no
mundo, tém motivado diversos estudos acerca do biodiesel.

O biodiesel € um biocombustivel oriundo de dleos vegetais ou gorduras
animais que foi recentemente introduzido na matriz energética brasileira. O carater
renovavel torna o produto uma fonte importante de energia no longo prazo. O
biodiesel ndo contem petréleo, mas pode ser adicionado a ele formando uma
mistura. Pode ser usado em motores de ignicdo a compressado (diesel) sem
necessidade de modificagcdo. Como se trata de uma energia limpa, nao poluente, o
seu uso em motor diesel convencional resulta, quando comparado com a queima do
diesel mineral, em uma reducdo substancial de mondxido de carbono e de
hidrocarbonetos ndo queimados

O Dbiodiesel ¢é fabricado através de um processo quimico chamado
transesterificacao onde a glicerina é separada da gordura ou do 6leo vegetal.

A produgéo e o uso do biodiesel no Brasil propiciam o desenvolvimento de
uma fonte energética sustentavel sob os aspectos ambiental, econémico e social e
também traz a perspectiva da redu¢do das importacées de 6leo diesel. Em 2008, o
uso do biodiesel evitou a importagao de 1,1 bilhdes de litros de diesel de petrdleo
resultando numa economia de cerca de US$ 976 milhdes, gerando divisas para o
pais.

O Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel do
mundo, com uma produgdo anual, em 2008, de 1,2 bilhdes de litros e uma
capacidade instalada, em 2009, para 3,7 bilhdes de litros. O percentual de adicdo de
biodiesel ao 6leo diesel esta em continua elevagcdo, em 2008 o Governo Federal
definiu que o biodiesel fosse obrigatoriamente adicionado ao diesel do petréleo num
percentual de 2%, o chamado B2. Desde 1° de julho de 2009 todo dleo diesel
comercializado no Brasil contém 4% de biodiesel, programa B4 e atualmente a
adicéo é de 5% (ANP, 2009).



Entretanto o grande volume de glicerina gerado através da reacédo de
transesterificagédo pode prejudicar o aspecto ecoldgico do biodiesel. Estima-se que
com a adigéo de 4% o excedente de glicerina no mercado foi de aproximadamente
264 mil toneladas/ano e com a adicdo de 5% chegara a 325 mil toneladas/ano
(MOTA et al., 2009). A glicerina resultante do processo de obtencéo do biodiesel ndo
possui legislagdo especifica para seu descarte, sendo armazenada e
consequentemente se acumulando nas usinas de produgao de biodiesel, formando
grandes estoques desse subproduto.

A dificuldade de acomodacao do excedente de glicerina se agrava porque a
glicerina resultante da produgao de biodiesel tem caracteristicas diferentes da que &
utilizada na industria de higiene e cosmética. A forma obtida no processo de
producao de biodiesel vem misturada a agua, acidos graxos e sabdes. S6 depois de
purificada é que a substancia pode ser utilizada na area de quimica fina e no setor
alimenticio. Mas a tecnologia exigida para extracdo das impurezas tem custo
elevado e é dominada por apenas algumas empresas brasileiras (DINIZ, 2005).

Diante disto ha necessidade de maiores pesquisas sobre outras formas de
utilizacdo da glicerina. Uma alternativa é o emprego deste subproduto na
alimentagéo animal, podendo ser acrescentada na ragao como fonte energética para
os animais. Na literatura sdo escassos os trabalhos cientificos realizados com a
inclusdo de glicerina na dieta de ruminantes, portanto o seu metabolismo no
organismo animal ndo esta elucidado.

O interesse dos confinadores de bovinos de corte por alternativas alimentares
vem crescendo nos ultimos anos, e esta tendéncia se acentua de forma significativa
com os elevados precos do milho. A inclusdo de alimentos alternativos em dietas
para bovinos em confinamento tem como principal objetivo baixar os custos de
alimentacdo, mantendo desempenho satisfatério (FONTES, 2005). O crescente
aumento da inclusdo de biodiesel ao 6leo diesel torna a glicerina um ingrediente com
potencial para utilizacdo na alimentacdo animal visto 0 acumulo desse subproduto
nas usinas. Além disso, apresenta disponibilidade em todo o pais a precos
acessiveis quando comparada ao valor do milho. No periodo em que o experimento
foi conduzido (setembro a dezembro de 2008) a glicerina era comercializada a R$
180,00/ton enquanto o milho era vendido a R$ 300,00/ton.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Biodiesel

O biodiesel surgiu mundialmente como uma alternativa promissora aos
combustiveis minerais, derivados do petrdleo. A crescente preocupagdo com o meio
ambiente, aliada a busca por fontes alternativas de energia renovaveis, tem
colocado o biodiesel no centro das atengdes e interesses (ABDALLA, 2008). Por ser
considerado um combustivel ecolégico, biodegradavel, atoxico, livre de enxofre e
compostos aromaticos, o biodiesel pode promover substancial redu¢cao na emissao
de mondxido de carbono e hidrocarbonetos para o meio ambiente.

O biodiesel pode ser produzido a partir de gorduras animais ou por extragcao
quimica ou mecanica de sementes oleaginosas, existindo dezenas de espécies
vegetais no Brasil que podem ser utilizadas, tais como: mamona, dendé, girassol,
babacu, nabo forrageiro, amendoim, pinhao manso e soja (MCT, 2009).

Devido a alta viscosidade do 6leo obtido, o fluxo do 6leo no motor torna-se
mais lento, sendo necessaria a retirada da glicerina do éleo vegetal para a reducéo
da viscosidade. A remogao da glicerina é realizada principalmente pelo processo de
transesterificacdo, no qual o 6leo vegetal reage com um alcool (metanol ou etanol)
na presenca de um catalisador (podendo ser acido, basico ou bioldgico). O resultado
dessa reagcdo € um éster monoalquilado (biodiesel) e seu principal subproduto é a
glicerina (PLA, 2002). Apés a reacdo, por diferenca de densidade ocorre a
precipitacdo da glicerina permitindo a retirada do biodiesel (SOUZA, 2006). Segundo
DASARI et al. (2005) para cada 90 m® de biodiesel produzidos pela reacdo de
transesterificacdo de 6leos vegetais sdo gerados 10 m® de glicerina.

Segundo ROBRA (2004), os pregos da glicerina originada da produgéo de
biodiesel vém sofrendo forte pressdo de queda em funcdo da elevacdo da oferta,
especialmente nos mercados europeu e americano.

Atualmente a glicerina é utilizada principalmente na industria quimica para
sintese de resinas e ésteres (18%), na industria farmacéutica (7%), em cosméticos

(40%), uso alimenticio como umectante e conservante, no preparo de molho para



salada, coberturas de doces e sobremesas geladas (24%) e outros (11%).
Entretanto, o excesso de produgcdo de (glicerina do biodiesel extrapolara a
capacidade de utilizacao das industrias quimicas e farmacéuticas nos proximos anos
(DONKIN, 2008).

Varios tipos e designacbes de glicerina estdo disponiveis comercialmente,
diferindo quanto ao conteudo de glicerol e outras caracteristicas como: cor, odor e
impurezas. O termo glicerina refere-se ao glicerol na forma comercial, com pureza
acima de 95%. E conhecida também como glicerol ou 1,2,3 propanotriol é um
composto organico pertencente a fungao quimica alcool, liquido a temperatura
ambiente (25°C), higroscopico, inodoro, viscoso e de sabor adocicado
(IUPAC,1993).

A glicerina bruta é definida como a glicerina separada do biodiesel, sem sofrer
qualquer tipo de purificacdo, apresenta-se na forma de liquido viscoso pardo escuro.
As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto dependem do tipo
de &cido graxo (gordura animal ou 6leo vegetal) e do tipo de catélise empregada na
producdo de biodiesel (RIVALDI et al., 2007). A chamada glicerina loura é
normalmente utilizada para designar a glicerina oriunda dos processos de produgao
de biodiesel, onde a fase glicerinosa sofreu tratamento acido para neutralizagdo do
catalisador e remogao de acidos graxos eventualmente formados no processo. Em
geral, essa glicerina contém cerca de 80% de glicerol, além de agua, alcool e sais
dissolvidos (VERONESE et al., 2009) e apresenta coloragdo mais clara que a
glicerina bruta. Nas plantas de producéo de biodiesel no Brasil, o alcool utilizado é o
metanol, assim como o catalisador mais utilizado é o hidroxido de sodio.

O glicerol esta presente em todos os 6leos e gorduras de origem animal e
vegetal em sua forma combinada ligado a acidos graxos tais como o acido
esterearico, oléico, palmitico e laurico para formar moléculas de triacilglicerol. Sua
temperatura de fuséo € de 17,8 °C, é decomposto aos 290 °C e é miscivel em agua
e alcool (PERRY & GREEN, 1997; PACHAURI & HE, 2006).

O glicerol € um componente do metabolismo normal dos animais, sendo
encontrado na circulagcao e nas células. Ele é derivado de lipdlise no tecido adiposo,
hidrolise dos triglicerideos das lipoproteinas do sangue e gordura dietética (LIN,

1977). Entretanto, existe pouca informagédo sobre as implicagdes metabdlicas da



suplementacdo exdégena de glicerol na dieta, especialmente quando a
suplementagdo atinge grandes proporgdes como um ingrediente energético das

racoes.

Glicerina na alimentagao animal

A ideia da utilizagdo de alimentos ndo convencionais para ruminantes vem
ganhando espago nos ultimos anos, principalmente com o objetivo de atender as
dificuldades de pequenos produtores, para os quais muitas vezes o custo de
alimentacéo dos animais € um impedimento para a criagio.

Do ponto de vista nutricional, a glicerina tem surgido como uma fonte
alimentar energética alternativa e promissora na producdo animal, particularmente
para ruminantes, pois, assemelha-se ao propilenoglicol (substancia gliconeogénica),
utilizado com grande eficiéncia na alimentagao de vacas leiteiras de alta producéo.
De acordo com a Food and Drug Administration (FDA, 21 C.F.R. 582.1320, 2006) a
glicerina tem seu uso seguro e reconhecido na alimentagdo animal, no entanto, o
teor de metanol presente na glicerina devera ser levado em consideracdo, nao
devendo ultrapassar 150 mg/kg. De acordo com CHUNG et al. (2007) o interesse
estd no fato de ser um componente estrutural de triglicerideos e dos fosfolipideos.
Quando o organismo utiliza a reserva corporal de gordura como fonte de energia,
acidos graxos e dlicerol sao liberados no fluxo sanguineo, podendo ser este
convertido em glicose no figado (KREBS et al., 1966) e rins (KREBS & LUND, 1966)
para prover energia ao metabolismo celular.

Segundo DONKIN (2008), o glicerol ndo é um carboidrato, porém &
fermentado no rumen a &cidos graxos de cadeia curta, de modo que 50 a 70% do
glicerol desaparecem do rumen em 4 horas, levando a um aumento na produgao de
propionato. Outros pesquisadores reportaram aumentos nos teores de acido acético
e propidnico (WRIGHT, 1969) ou nos acidos propibnico e butirico (CZERKAWSKI &
BRECKENRIDGE, 1972). REMOND et al. (1993) também verificaram aumento nos
teores de acidos propidnico e butirico avaliando a fermentacéo in vitro.

De acordo com SILVA & LEAO (1979), no rimen o glicerol pode ser

metabolizado por microorganismos como, por exemplo, Selenomonas ruminantium,



fornecendo como principal produto da fermentag¢ao o acido propidnico. O propionato
€ um precursor de acidos graxos com numero impar de carbono e € precursor da
glicose metabdlica em ruminantes, de modo que com o uso da glicerina, podera ser
reduzida a inclusao de altas quantidades de concentrado na dieta, que poderiam
prejudicar o desempenho do animal, gerando redu¢ao no pH ruminal e favorecendo
disturbios como a acidose e laminite (PALMQUIST & BEAULIEU, 1993), sem
diminuir o aporte de substancias neoglicogénicas.

A maioria dos trabalhos relacionados a inclusédo de glicerina na dieta esta na
area de bovinocultura leiteira. A glicerina tem sido utilizada com eficiéncia desde
1954 (JOHNSON, 1955) na prevencéao de cetose em vacas de alta producgao de leite
(SCHRODER & SUDEKUM, 1999) por aumentar o suprimento de precursores da
glicose (FISHER et al., 1971; SAUER et al., 1973). Segundo DONKIN (2008), a
inclusao de glicerina na dieta de vacas leiteiras tem sido utilizada recentemente para
prevencao de disturbios metabdlicos associados ao periodo de transicdo, sendo a
recomendacao para esta fase de 5 a 8% na matéria seca da dieta.

DRACKLEY et al. (1992), em estudos adicionando até 10% de glicerina na
matéria seca da dieta em substituicdo aos graos, verificou que a glicerina € um
ingrediente em potencial para vacas em lactagdo (principalmente no pico da
lactagdo), pois contém praticamente o mesmo teor de energia na matéria seca que o
milho e essa substituicdo ndo causou impactos sobre a producido e qualidade do
leite. No entanto, a pureza é uma varidvel a ser considerada, por conter agua,
metanol, fésforo e potassio em sua composigao.

OGBORN (2006) verificou que a produgdo e composigao do leite ndo foram
alteradas quando suplementou vacas com glicerina como fonte energética no pré-
parto. A utilizacdo de glicerina como fonte energética é viavel em varias fases da
lactagcéo, no pré-parto (FISHER et al., 1973; DeFRAIN et al., 2004), no inicio da
lactacéo (FISHER et al.,, 1971) e no meio da lactagao (KHALILI et al., 1997). De
acordo com DONKIN (2008), ha necessidade de se estudar a inclusdo de glicerina
na dieta de vacas em lactagcdo apds o periodo de transicdo e em concentragdes
mais elevadas (maior que 15% na matéria seca da dieta).

A partir do ano 2000, foram conduzidos estudos na Europa e EUA visando a

utilizagdo da glicerina, subproduto do biodiesel, na alimentagdo de ruminantes,



podendo ser acrescentada na ragao como fonte energética para os animais, mas a
disponibilidade de informagcbes ¢é restrita gerando a necessidade de novas
pesquisas. Além disso, a maioria das pesquisas relacionadas a inclusdo de glicerina
com bovinos de corte esta relacionada ao desempenho animal e qualidade de carne,
sendo necessario, portanto estudos relacionados ao metabolismo de animais que
receberam este subproduto.

PYATT et al. (2007), ao substituir 10% do milho por glicerina na dieta de
terminagao de novilhos cruzados, observaram redu¢cdo no consumo de matéria seca
de 10,1% para os animais alimentados com glicerina entretanto, verificaram maiores
ganhos de peso e melhor conversdo alimentar para os animais que receberam esse
ingrediente. Esses resultados indicam que o fornecimento de glicerina pode
melhorar a eficiéncia de animais alimentados com dietas com elevadas quantidades
de alimentos concentrados.

PARSONS et al. (2009), utilizando dietas com alto concentrado (94%) a base
de milho e farelo de soja e feno de alfafa como volumoso, forneceram 0, 2, 4, 8, 12
ou 16% de glicerina em substituicdo ao milho da dieta de novilhas de corte em
terminagcao observaram reducao linear no consumo de matéria seca para os animais
que receberam concentragdes a partir de 4% de glicerina, os animais que receberam
o tratamento controle (sem glicerina) consumiram 8,84 kgMS/dia enquanto os
animais que receberam 4, 8, 12 e 16% consumiram 8,66; 8,61; 8,40 e 7,80
kgMS/dia, respectivamente. A inclusdo de glicerina proporcionou maior ganho de
peso e melhor eficiéncia alimentar nos animais que consumiram dietas com até 8%
de glicerina.

MACH et al. (2009) avaliaram os efeitos da glicerina nas concentragdes 0, 4,
8 ou 12% em substituicdo aos graos de cereais utilizados na dieta (milho e cevada),
sobre a fermentacao ruminal, desempenho e qualidade de carne de novilhos leiteiros
confinados recebendo dietas com alto concentrado. Os autores observaram redugao
no pH ruminal de animais alimentados com 8% de glicerina e ndo observaram
efeitos sobre as concentragbes molares de acidos graxos de cadeia curta. O
consumo de matéria seca n&o foi alterado com a inclusdo de glicerina apresentando

valor médio de 8,27 kg/dia. Os autores concluiram que a glicerina pode ser utilizada



como fonte energética substituindo cereais nas dietas de animais em terminagdo em
concentracdes de 12%, sem afetar o desempenho e qualidade de carne.

Segundo ANONYMOUS (1995) nenhuma restricao legal foi relatada para a
inclusdo de glicerol na alimentagao animal, quer seja considerada a espécie animal
ou a quantidade a ser fornecida. O conhecimento da qualidade deste subproduto
como fonte alternativa para alimentacao de bovinos, assim como o seu potencial de
utilizacdo deve ser investigado.

Levando-se em consideracado a escassez de pesquisas e informacdes acerca
da utilizacdo da glicerina na nutricho de bovinos de corte aliada a grande
importancia da atividade de producdo de biodiesel no Brasil, acredita-se que este
subproduto possa vir a ser utilizado como fonte energética alternativa em dietas para
terminagcdo de bovinos em confinamento, substituindo alimentos convencionais

como o milho.

Consumo e digestibilidade dos nutrientes

O consumo de alimentos é funcdo do animal (peso, nivel de producéo,
tamanho), do alimento (FDN efetiva, volume, capacidade de enchimento, densidade
energética, necessidade de mastigacdo), das condicdes de alimentagao
(disponibilidade de alimentos, espago no cocho, tempo de acesso ao alimento,
freqiéncia de alimentagao), bem como dos fatores do meio ambiente que envolvem
temperatura e duragao do dia (MERTENS, 1993)

O coeficiente de digestibilidade de uma dieta € importante por indicar que
nutrientes realmente estdo disponiveis para utilizagdo pelo animal, constituindo um
dos principais parametros para avaliacao do valor nutritivo de alimentos consumidos
por bovinos. Uma variedade de alimentos e subprodutos da agroindustria podem ser
usados na alimentacdo de ruminantes e o seu valor nutricional € determinado por
uma complexa interagdo de seus constituintes e pela interagdo com os
microrganismos do trato digestivo, nos processos de digestdo e absor¢do, no
transporte e na utilizacdo dos metabdlitos, além da prépria condigao fisioldgica do
animal (PRADO et al., 2000). Frequentemente pesquisadores buscam alimentos

economicamente viaveis e que atendam os requisitos de desempenho produtivo.



A utilizacdo de subprodutos na alimentacdo de ruminantes substituindo
ingredientes nobres da dieta como o milho e farelo de soja surge como alternativa
que atende a duas demandas: maximizacao de lucros e reducao do acumulo destes
materiais no ambiente (PRADO & MOREIRA, 2002). A utilizacdo bem sucedida
desses ingredientes € muitas vezes limitada tanto pelo escasso conhecimento de
suas caracteristicas nutricionais e de seu valor econdmico como componentes para
ragcao, como pela falta de dados de desempenho de animais alimentados com esse
tipo de alimento.

O consumo de nutrientes pelos animais esta relacionado diretamente ao
aporte de nutrientes e, consequentemente, ao atendimento de suas exigéncias
nutricionais. A digestibilidade esta relacionada com o consumo e depende da
qualidade e do balanceamento da ragao (PEREIRA et al., 2006). De acordo com
MERTENS (1994), 60 a 90% das variagcbes no desempenho sédo explicadas pelas
variagdes correspondentes a ingestdo e apenas 10 a 40% pelas variagbes na
digestibilidade.

O milho é considerado um alimento energético devido a sua composi¢cao
predominantemente de carboidratos (amido) e lipideos. Cerca de 70% da produgao
mundial de milho é destinada a alimentagcao animal, apresentando concorréncia com
a alimentacdo humana além do alto custo para o produtor. Dessa forma, é oportuno
fazer comparagdes do milho com outras fontes energéticas.

De acordo com DONKIN (2008) a glicerina provinda do biodiesel sera o “novo
milho” para a alimentacdo de ruminantes, podendo-se incluir até 15% na matéria

seca da dieta, sem interferir na ingestdo de alimentos nem na produgao animal.

Fermentacdao Ruminal

A fermentacao ruminal é resultado das atividades fisicas e microbiolégicas
que transformam os componentes da dieta em produtos uteis (acidos graxos de
cadeia curta, proteina microbiana e vitaminas do complexo B), inuteis (gases metano
e carbbnico) ou até mesmo nocivos para o hospedeiro como amoénia e nitrato
(OWENS & GOETSCH, 1993). Para a manutencdo e desenvolvimento de uma



10

populacdo microbiana ruminal ativa, os animais devem manter o ambiente ruminal
em condi¢cbes adequadas.

O pH ruminal esta diretamente relacionado com os produtos finais da
fermentagcdo e também com a taxa de crescimento dos microrganismos ruminais.
Segundo ORSKOV (1986), o abaixamento do pH ruminal ocorre, principalmente,
apos a ingestao de alimentos, especialmente concentrados, devido a sua rapida taxa
de fermentacgao. O pH é um fator quimico que influencia o crescimento microbiano e
pode ser afetado pela dieta e por outros fatores correlacionados, como o nivel de
consumo, a propor¢cao volumoso:concentrado e o manejo alimentar (TIBO et al.,
2000). Segundo STROBEL & RUSSELL (1986) o pH ruminal pode variar de 5,5 a
7,2, sendo que valores abaixo de 6,0 podem ser detectados logo apds a alimentagao
dos animais com dietas ricas em concentrado podendo inibir bactérias
fermentadoras de celulose e diminuir significativamente a eficiéncia de sintese de
proteina microbiana.

A amdnia ruminal é originaria da degradagao da proteina verdadeira da ragao,
do nitrogénio ndo protéico (NNP) da ragéo, do nitrogénio (N) reciclado para o rimen
na forma de uréia e da degradacao das células microbianas mortas no rimen. A
concentragcado ruminal de amoénia é funcao de sua producio e remocao, MEHREZ et
al. (1977) afirmaram que o maximo de atividade fermentativa ruminal €& obtida
quando o nitrogénio amoniacal alcanga valores entre 19 e 23 mg de N-NHs/dL de
liquido ruminal. SATTER & SLYTER (1974) consideram 5 mg N-NHs/dL como a
concentracdo minima para adequada fermentacdo ruminal, contudo, faz-se a
ressalva de que essa concentracdo seria o minimo para manter a sintese
microbiana. Ja VAN SOEST (1994) citou como nivel 6timo 10 mg de N-NHs/dL.
Todavia, este valor nao deve ser considerado como um numero fixo, devido a
capacidade de sintese de proteina e captacdo de amébnia pelas bactérias depender
da taxa de fermentacdo dos carboidratos. Concentragbes muito elevadas podem
indicar acumulo de ambnia no rumen, o que pode ser prejudicial ao animal.

A eficiéncia da utilizagdo da amdnia pelos microrganismos para a sintese
microbiana depende, entre outros fatores, principalmente da disponibilidade de
energia no rumen (SANTOS, 2006). A otimizagcdo da fermentagdo ruminal,

juntamente com a maximizagao da eficiéncia de sintese de proteina microbiana, tem
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sido o foco de vaérias pesquisas. De acordo com o NRC (1996), 50 a 100% da
proteina metabolizavel exigida pelo bovino de corte pode ser atendida pela proteina
de origem microbiana. Segundo KOZLOSKI (2002), o suprimento de proteina para o
duodeno consiste da proteina microbiana sintetizada no rumen, proteina dietética
nao-degradada e proteina enddégena. A producéo diaria de proteina microbiana pode
ser obtida como produto da eficiéncia microbiana, que usualmente é definida como g
de nitrogénio microbiano sintetizado por kg de matéria organica (MO) fermentada no
rumen pelo consumo de MO degradavel. Segundo HOOVER & STOKES (1991), o
crescimento microbiano no rumen € influenciado pela interagao de fatores quimicos,
fisioldgicos e nutricionais.

A quantidade de N exigida pelos microrganismos é fungcdo da quantidade de
energia disponivel no rumen, porque os protozoarios e bactérias precisam de
nitrogénio e energia, simultaneamente, para que ocorra uma proliferagdo desejavel
(LUCCI, 1997).

Segundo CLARK et al. (1992), 59% da proteina que chega ao intestino
delgado é de origem microbiana. Desta forma, a determinagdo da proteina
microbiana tem sido area de interesse para o estudo da nutricdo de ruminantes e a
estimativa da contribuigdo da proteina microbiana no fluxo de proteina no intestino ja
esta incorporada aos sistemas de avaliagao de proteina em diversos paises.

A fermentacdo de alimentos ingeridos pelos animais ruminantes produz
acidos de cadeia curta (AGCC), aménia, gases (CO, e CH,4) e células microbianas.
Os AGCC sao responsaveis pela a maior fonte de energia (65 a 75% da energia
metabolizavel ingerida). Contudo, a produgao de diéxido de carbono e metano pelas
bactérias ruminais e intestinais (Methanobrevibacter spp. e Methanomicrobium
mobile) pode variar de 2% a 12% da energia bruta do alimento ingerido, com uma
perda média de 6% (JOHNSON et al., 1993).

Além da representativa perda energética o metano é caracterizado como um
importante gas de efeito estufa, e sua emisséo contribui com aproximadamente 15%
do aquecimento global (COTTON & PIELKE, 1995). De acordo com o USEPA
(2000), a emisséo global de metano de origem entérica € estimada em 80 milhdes

de toneladas ao ano, correspondendo a cerca de 22% das emissbes totais de
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metano gerada por fontes antropicas, representando 3,3% do total dos gases de
efeito estufa.

O metano é produzido em condigbes anaerdbias por microrganismos
metanogénicos presentes no ambiente ruminal (LASSEY et al.,, 1997), sendo
influenciado pela idade e nivel produtivo do animal. A sua produgdo € modulada
principalmente pela presenga de didéxido de carbono e de hidrogénio livres no
ambiente ruminal, onde, a partir do hidrogénio livre, ocorre a reducdo do diéxido de
carbono por microrganismos metanogénicos, com consequente formagado de
metano. Atualmente, as pressdes ambientais indicam ser a redugdo da emissdo de
metano de origem pecuaria, um dos principais fatores para nortear as pesquisas
com a producéo de ruminantes (MACHMULLER, 2006).

O aumento na utilizagdo da energia no rimen, a maximizagdo do uso do
nitrogénio pelas bactérias ruminais e a redugdo das perdas por metano e aménia
sao alguns objetivos dos nutricionistas para aumentar com eficiéncia o desempenho
animal. Uma das alternativas para atingir esses objetivos envolve a manipulagao da
fermentagdo ruminal, onde o complexo ecossistema hidrolisa e fermenta a fibra e
demais nutrientes até produtos Uuteis e disponiveis ao hospedeiro que habita
(EUGENE et al., 2004).

OBJETIVOS

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a substituicdo do milho pela glicerina
“loura” obtida do processo de producao do biodiesel sobre o metabolismo animal
quanto aos parametros:

e Consumo e digestibilidade aparente da matéria seca, matéria organica,
proteina bruta, fibora em detergente neutro, fibora em detergente acido,
extrato etéreo e carboidratos néo fibrosos;

e pH e concentragdes ruminais de nitrogénio amoniacal;

¢ Quantificacao e composicao das bactérias e protozoarios liquido associados

e bactérias solido aderidas;
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e Produgéo de gas metano através do processo de fermentagéo ruminal.

MATERIAL E METODOS

Local e animais

Este trabalho foi desenvolvido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias-FCAV/Unesp, campus de Jaboticabal. A fase de campo foi realizada na
Unidade Animal de Estudos Digestivos e Metabdlicos e as analises laboratoriais no
Laboratério de Ingredientes e Gases Poluentes (LIGAP).

Foram utilizados cinco bovinos mesticos, castrados, com idade aproximada
de dois anos com peso médio de 500 kg, providos de canulas permanentes no
ramen. Os animais ficaram alojados em baias individuais com livre acesso a
bebedouros e cochos. Além disso, foi mantido manejo higiénico/sanitario rigoroso

dos animais, sendo as baias e bebedouros higienizados diariamente.

Tratamentos

As dietas foram formuladas com cinco porcentuais de glicerina (auséncia, 5,
10, 15 e 20% da MS, respectivamente GO, G5, G10, G15 e G20) segundo o NRC
(1996) para serem isoprotéicas e isoenergéticas, estabelecendo a relagao
volumoso:concentrado de 40:60. Os ingredientes utilizados foram: silagem de milho,
milho moido, casca de soja, farelo de girassol, sal comum, suplemento mineral e
glicerina. A glicerina foi obtida do 6leo de soja e apresentou 83% de glicerol, 11% de
agua, 6% de sais (dos quais 99% ¢ NaCl) e 0,01% de metanol (Caramuru Alimentos
Ltda.). A composi¢cao bromatolégica dos alimentos é observada na Tabela 1 e a
composicao percentual e nutricional das dietas experimentais € apresentada na
Tabela 2.
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Tabela 1 — Composig¢ao bromatoldgica dos alimentos

Alimentos MS PB' FDN' EM? EE’
Silagem de Milho 30,4 8,4 43,1 2,6 4,0
Milho moido 88,5 10,0 10,5 3,2 59
Casca de Soja 90,8 11,5 67,0 2,4 2,3
Farelo de Girassol 91,2 30,9 45,1 2,3 1,7
Glicerina 89,0 - - 3,2° -

'%MS; 2Energia metabolizavel (Mcal/kg MS), Fonte: NRC,1996. MS= matéria seca, PB= proteina
bruta, FDN= fibra em detergente neutro, EE= extrato etéreo. 3Donkin, 2008

Tabela 2 — Composigao percentual e nutricional das dietas experimentais (%MS)

Alimentos (%) Dietas Experimentais

GO’ G5° G100 G15°  G20°
Silagem de milho 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Milho moido 39,2 33,0 27,3 21,9 15,6
Casca de soja 7,3 8,1 8,5 8,7 7,9
Farelo de girassol 12,5 12,9 13,2 13,4 15,5
Suplemento mineral’ 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Sal comum 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Glicerina 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0
Nutrientes (%)
Proteina bruta 12,4 12,3 12,1 12,0 11,9
Energia metabolizavel (Mcal/kg) 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6
Fibra em detergente neutro 33,6 33,5 32,8 32,7 32,5
Extrato etéreo 4,6 4,3 3,9 3,5 3,1

'Suplemento Mineral para Bovinos, niveis de garantia por 1000g do produto: Fésforo 40g, Calcio 80g, Sédio
195g, Cloro 300g, Magnésio 5g, Enxofre 26g, Zinco 2000mg, Cobre 1000mg, Manganés 500mg, Cobalto 100mg,
lodo 100mg, Selénio 5mg, Fluor (max.) 400mg, veiculo g.s.p. 1000g; 2Go= ragdo com auséncia de glicerina;
3G5= ragdo com incluséo de 5% de glicerina; ‘G10= ragcdo com inclusdo de 10% de glicerina; °G15= ragao com
inclusdo de 15% de glicerina; °G20= ragdo com inclusdo de 20% de glicerina.

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia, as 08h e 16h e receberam
agua limpa a vontade. Para o fornecimento da ragao, diariamente a glicerina era
pesada separadamente, misturada ao concentrado e misturada a silagem no

momento da alimentagao.
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O periodo experimental teve duracao de 125 dias e foi composto de cinco
periodos de 25 dias, sendo os 14 primeiros para adaptacdo dos animais as dietas e

os ultimos 11 para coleta de dados.

Delineamento experimental e estatistica

O delineamento experimental foi o quadrado latino 5 x 5. As pressuposicoes
de normalidade dos dados e homogeneidade das variancias foram testadas através
do comando proc univariate opgao normal e do teste de Levene, respectivamente,
ao nivel de significancia de 5%. Os dados foram analisados por meio de analise de
variancia e regressao.

As analises de variancia para o consumo, digestibilidade e produgdo de gases
foram realizadas adotando o PROC GLM adotando nivel de significancia de 5%.

As analises de variancia para o pH, ambnia e massa microbiana foram
realizadas adotando o PROC GLM. O esquema de analise foi em parcelas sub-
divididas, sendo a parcela principal as concentragdes de glicerina e as sub-parcelas
os tempos de colheita adotando nivel de significancia de 5%.

Como ferramenta de auxilio as analises utilizou-se o sistema de analises
estatisticas (SAS 9.1, SAS Institute, Carry, NC, USA).

Digestibilidade aparente dos nutrientes

As ragbes foram fornecidas para que as sobras nao ultrapassassem 10% do
oferecido sendo as sobras recolhidas e pesadas diariamente. As amostras das
sobras foram colhidas do 15° ao 18° dia do periodo experimental, totalizando quatro
amostras/animal/periodo. Os alimentos foram amostrados no inicio de cada periodo.
As amostras fecais (aproximadamente 100g) foram colhidas duas vezes ao dia
diretamente do chao apds a defecacdo, do 17° ao 20° dia do periodo experimental,
no 17° dia as 9h e as 15h, havendo um incremento de uma hora das coletas de um
dia para o outro, perfazendo um total de oito amostragens/animal/periodo.

Posteriormente as amostras foram secas em estufa de circulagao forgcada de ar em
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temperatura de 55 °C por 72 horas, moidas individualmente em moinho de faca a
1mm e misturadas, para formar amostras compostas de fezes e sobras.

As amostras de fezes, sobras e alimentos foram analisadas para teores de
matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE),
segundo AOAC (1995), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina
(FDNcp) e fibra em detergente acido corrigida para cinzas e proteina (FDAcp)
utilizando as solugdes propostas por VAN SOEST & WINE (1967) e a digestao
realizada em autoclave (0,5 Kgf/icm? 111° C por 50 minutos) de acordo com o
procedimento adaptado de PELL & SCHOFIELD (1992).

Os carboidratos nao fibrosos foram calculados pela seguinte equacao
(SNIFFEN et al., 1992):

%CNF = 100 — (%PB + %FDNcp + %EE + %MM)

Em que:

PB = Proteina bruta

FDN = Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina

EE = Extrato etéreo

MM = Matéria mineral

O coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca e dos demais
nutrientes foi determinada utilizando-se a fibra em detergente acido indigestivel
(FDAI) como indicador interno, a qual foi determinada pela técnica de incubacgao in
situ dos alimentos, das sobras e das fezes durante 264 horas segundo a técnica
descrita por CASALI et al. (2008).

O caélculo dos coeficientes de digestibilidade aparente da MS e demais
nutrientes foi realizado conforme descrito abaixo:

Coeficiente de Digestibilidade Aparente da Matéria Seca (CDMS)

CDMS =1 - _(% indicador no ingerido) x 100

(% indicador nas fezes)

Coeficiente de Digestibilidade dos Nutrientes (CDN)

CDN =1 - (% indicador no ingerido) x (% nutriente nas fezes) x 100

(% indicador nas fezes) (% do nutriente no ingerido)
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Valores de pH e concentragdes ruminais de nitrogénio amoniacal

Para determinar o pH e a concentracdo de aménia no liquido ruminal, foram
colhidas amostras do fluido ruminal (cerca de 100 mL) no 16° dia, via canula ruminal,
nos tempos -1, 0, 1, 2, 4, 6 e 8 horas, em cada periodo experimental. O tempo 0
corresponde a amostra colhida imediatamente antes da primeira refeicéo (8h).

O pH foi medido imediatamente apds a colheita com auxilio de peagametro
digital. Em seguida foi determinada a concentracéo de nitrogénio amoniacal segundo
a técnica de VIEIRA (1980). O processo é dividido em duas etapas: a destilagéo da
amostra em aparelho tipo micro-Kjeldhal e a titulacdo acida. Para a realizagdo da
destilagado foi utilizada uma aliquota de 2 mL de liquido ruminal por amostra.
Posteriormente a amostra foi colocada em tubos de proteina e acoplada ao aparelho
para a realizagcdo da destilagcdo, em seguida, adicionou-se de 5 mL de KOH a
amostra na concentracao de 2 mol/L. O destilado foi recebido em um recipiente
contendo 10 mL de acido bdérico 2%, utilizado com indicador, até completar o volume
de 50 mL. Finalmente a titulacido foi realizada com HCI na concentragao de 0,005

mol/L e calculada a concentragdo de aménia ruminal.

Producgao de gas metano

A determinacao da produgao de gas metano foi realizada segundo GASTALDI
(2003). As amostras de conteudo ruminal foram colhidas no 21° dia do periodo
experimental. O conteudo foi filtrado obtendo-se o liquido de rimen. Este liquido foi
colocado em garrafas de vidro ambar de 1L de capacidade, contendo 10 g da ragao,
na propor¢gao de 80 mL de liquido para 1g de amostra de racdo. Em uma das
garrafas nao foi adicionado substrato, sendo utilizada como “controle”. As garrafas
foram seladas por um sistema de roscas, que possui apenas um orificio por onde
fluiu o gas produzido para coletores individuais. As garrafas foram colocadas em
banho-maria a 39 °C em ambiente escuro e, decorridas 12h de fermentacéo, foi feita
a medicdo do volume de gas através do deslocamento do coletor causado pelo
volume de gas produzido. Em seguida o gas foi colhido com uma seringa e a leitura
de CO,, CH4, O, e N, foi feita por cromatografo de fase gasosa FINIGAN GC — 2001,
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equipado com as colunas Porapack Q, peneira molecular e detector de
condutividade.

A mensuragdo quantitativa e qualitativa dos gases produzidos pela
fermentagao in vitro do liquido ruminal dos bovinos foi transformada para condi¢des
normais de temperatura e pressao (CNTP). Para expressar os resultados em
numero de mols de metano, foi utilizada a equagao universal dos gases descrita por
METCALF & EDDY (2003).

Quantificagao de bactérias e protozoarios liquido associados e bactérias
solido aderidas

As amostras de conteudo ruminal foram colhidas manualmente,
aproximadamente 3 kg, nos tempos 0, 2, 5 e 8 horas apos a alimentagao no 25° dia
do periodo experimental, entre o 22° e 24° dias ndo houve colheita de dados para
que a microbiota ruminal fosse recuperada. Para separar a fase liquida da fase
sélida o conteudo ruminal foi filtrado em filtro de nylon com porosidade de 100 ym
para separacao e quantificacdo de bactérias e protozoarios associados ao liquido e
bactérias solido aderidas de acordo com metodologia de MARTIN et al. (1994).

Para a identificagdo da fase liquida, o liquido ruminal (1 L) foi diluido com
igual volume de solugdo tampao (COLEMAN, 1978), pré-aquecida a 39 °C. O
liquido ruminal juntamente com a solugdo tampao foram incubados por 30 a 60
minutos a 39 °C. Nos ultimos cinco minutos de incubacgao, foi adicionada glicose (1
g/L), para separar os protozoarios do restante do conteudo ruminal e otimizar a
floculagédo. O pélete de protozoario (PLA) foi recuperado por centrifugagao do fluido
clarificado, a 1000 x g, por 10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente,
este pélete foi lavado com solugédo tampao em filtro de nylon, com porosidade de 20
um (1litro a 39 °C), para minimizar a contaminagédo por bactérias e residuos de
alimento. As bactérias liquido-associadas (BLA) foram obtidas pela centrifugagéo do
fluido sobrenadante livre de protozoario a 15.000 x g, por 20 minutos a 4 °C.

A fase solida foi identificada utilizando-se 200 g de amostra sélida ruminal a
qual foi lavada e agitada manualmente, por cinco minutos, em um frasco com

solugado tampéo, pré-aquecida a 39 °C (1 g de material fresco/4 mL de solugao),
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para remover a populagdo ndo aderente associada a fase solida. Apds esse
processo, foi realizada uma filtragem em filtro de nailon de 100 ym. O filtrado foi
centrifugado a 1.000 x g, por 10 minutos, a temperatura ambiente, para recuperar o
pélete de pequenas particulas de solido que estavam associadas as grandes
particulas que ficaram retidas no filtro. As particulas grandes e pequenas foram
combinadas e suspensas em solugao tampéo (1 g de solido/4 mL) pré-resfriado a 4
°C e, posteriormente, foram processadas por cinco minutos em “Stomacher® 400
circulator”. Este processo mecéanico tem como objetivo separar a bactéria associada
e algum fungo ou protozoario aderidos nas particulas, através da homogeneizagao
por combinagdo de forcas mecanicas, esmagando e agitando o material. O
homogeneizado foi filtrado em um filtro de nailon com porosidade de 100 um. O
residuo sobre o filtro foi lavado com a solugao tampéao (1 g de sélido/4 mL) e filtrado
novamente. Os filtrados que continham a populagdo aderente foram agrupados e
centrifugados a 1.000 x g por 10 minutos, a 4 °C, para descartar o residuo de
alimento. A fragdo sobrenadante foi centrifugada a 27.000 x g por 30 minutos, a 4
°C. O sedimento resultante corresponde as BSA. Em seguida as amostras foram
liofilizadas e analisadas quanto aos teores de N, MS e MM, estimando-se os teores
de MO.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes

Os consumos de MS, MO, PB, FDNcp e FDAcp (kg/dia, %PV/dia e
g/kgPV°®™), nao foram influenciados pelo o aumento no porcentual de glicerina da
dieta (Tabela 3). O baixo valor de consumo obtido no tratamento G20 pode estar
relacionado com a presengca de NaCl (6% de sais dos quais 99% é NaCl) na
glicerina utilizada, sendo que no tratamento com 20% de glicerina o consumo de sal

pode ter limitado a ingestdo de MS.
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Os consumos de EE e CNF em kg/dia, %PV/dia e g/kgPV®" sofreram
reducao linear com o aumento da concentragéo de glicerina na dieta. A redug¢ao nas
ingestdes de EE e CNF esta relacionada a concentragdo desses nutrientes na dieta.
Pode-se observar na Tabela 2 que a substituigio do milho pela glicerina
proporcionou a redugdao na porcentagem de EE na dieta de 4,6% para 3,1%
comparando-se as dietas GO e G20 respectivamente.

Em relacdo aos CNF a principal fonte quantitativa na dieta € o milho e ao
substituir o milho pela glicerina, que nao apresenta carboidratos em sua
composicdo, a concentracdo desse nutriente na dieta decresce causando a
diminuicdo no consumo desses nutrientes com o aumento na concentragdo de
glicerina. A diminuicdo do porcentual de CNF da dieta e consequentemente a
reducdo de seu consumo pode reduzir a energia necessaria para o adequado
crescimento microbiano.

Redugdes no consumo de MS tem sido verificadas em bovinos que
receberam glicerina e a literatura aponta possiveis razdes para esse efeito, variando
desde efeitos sobre o metabolismo ruminal até efeitos sobre o metabolismo
intermediario dos animais que a ingerem. ROGER et al. (1992) observaram que a
adicdo de 5% de glicerina na dieta inibe o crescimento e atividade celulolitica das
bactérias ruminais e concluiram que pequenas inclusdes desse subproduto na dieta
pode ser benéfica, entretanto concentracbes acima de 5% podem alterar a
fermentagdo ruminal resultando em queda na ingestdo de matéria seca. Segundo
TRABUE et al. (2007) o acumulo de acido latico no rumen pode reduzir a
fermentagao do glicerol alterando o consumo.

PARSONS et al. (2009) utilizando 0, 2, 4, 8, 12 ou 16% de glicerina na dieta
de novilhas em terminagao observaram reducéo significativa de consumo de matéria
seca a partir de 4% de inclusdo de glicerina na dieta. Os autores concluem que
inclusdes de até 8% de glicerina na dieta de novilhas em terminag&o proporcionam
melhor eficiéncia alimentar e maior de ganho de peso. Com isso, pode-se observar
gque mesmo havendo reducdo no consumo de matéria seca com o aumento na
concentracao de glicerina na dieta a utilizagcdo desse ingrediente n&do afeta o

desempenho animal.
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Tabela 3 — Médias e regressado para os consumos de matéria seca (MS), matéria
organica (MO), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e
proteina (FDNcp), fibora em detergente acido corrigida para cinzas e
proteina (FDAcp), extrato etéreo (EE) e carboidratos nao fibrosos
(CNF) para os tratamentos com diferentes porcentuais de glicerina.

Tratamentos

ltem Regressao ¥ CV%
GO G5 G110 G15 G20

kg/dia
MS 10,2 10,4 10,4 100 9,3 Y=10,0 8,2
MO 88 89 90 86 81 Y=8,7 7.7
PB 1,2 1,2 1,2 1,1 1,0 v=1,2 4,1
FDNcp 3,5 3,5 3,5 3.4 3,1 Y=3,4 7,5
FDAcp 2,1 22 21 2,1 2,0 v=2,1 7.2
EE 05 05 04 04 03 VY=0517-0,008X* 094 7,7
CNF 52 49 45 38 31 Y=5651-0,105X* 093 97

%PV/dia
MS 1,7 1,7 1,7 1,7 1,6 Y=1,7 6,9
MO 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 Y=1,5 6,4
PB 02 02 02 02 02 ¥=0,2 7.1
FDNcp 06 06 06 06 05 Y=0,6 6,3
FDAcp 03 04 04 03 03 Y=0,3 6,3
EE 0,08 0,08 0,07 006 005 Y=0,086-0,001X* 0,94 7,6
CNF 09 08 07 06 05 VY=0945-0,019X* 094 7,9

g/ kgPV® "
MS 835 850 851 822 77,3 Y=82,6 7.2
MO 722 735 736 711 672 Y=71,5 6,7
PB 99 99 97 93 86 Y=9,5 7.6
FDNcp 286 289 285 276 26,1 v=27,9 6,5
FDAcp 17,3 17,7 176 17,1 16,3 Y=17,2 6,3
EE 34 37 35 31 2,6 Y=4,262-0,066X** 0,95 6,3

CNF 42,7 40,2 36,7 31,3 254 VY=46,634-0,874X** 0,94 83

**Significativo a 1% de probabilidade, r*= coeficiente de correlagdo, CV%= coeficiente de variagao.
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Resultados semelhantes foram obtidos por PYATT et at. (2007), que
observaram reducao no consumo de MS de 10,1% ao substituir 10% do milho da
dieta para novilhos cruzados em terminagao por glicerina; também verificaram que
0s animais que receberam esse ingrediente apresentaram maiores ganhos de peso
e melhor conversao alimentar, indicando que o fornecimento de glicerina pode
melhorar a eficiéncia de animais alimentados com dietas com elevadas quantidades
de alimentos concentrados.

MACH et al. (2009) avaliaram o desempenho de novilhos leiteiros confinados
recebendo glicerina em dietas com alto concentrado com inclusées de 0, 4, 8 e 12%
de glicerina na matéria seca da dieta. A glicerina utilizada foi semelhante a desse
experimento, sendo obtida do processo de produgado do biodiesel a partir do grédo de
soja com 85,7% de glicerol, 8,6% de agua, 5,5% de sais e 0,09% de metanol. Os
autores nao encontraram diferenca no consumo de matéria seca e indicando que a
glicerina pode ser utilizada como fonte energética na ragdo, mas ressaltam que a
presenca de sal e metanol pode interferir no consumo de MS e desempenho animal.

As diferengas encontradas em relagéo aos resultados de consumo de matéria
seca entre os trabalhos podem ser causadas tanto pela composig¢ao da glicerina que
varia de acordo com o método de obtencao, quanto por seus efeitos intrinsecos ao
glicerol no metabolismo ruminal e do animal. Substancias como sais e metanol, que
sao utilizados no processo de transesterificagcao, podem influenciar a palatabilidade
da glicerina obtida (CHUNG et al., 2007). Além disso, a pureza da glicerina utilizada
também pode influenciar a aceitabilidade pelos animais.

SCHRODER & SUDEKUM (1999), em estudos de digestibilidade in vivo e in
vitro, avaliaram a adi¢ao de 10, 15 ou 20% de glicerol combinado com dietas com
alto e baixo amido e diferentes purezas do glicerol, alta (2,5% de agua e 99,8% de
glicerol), média (1,1% de agua, 85,3% de glicerol e 0,04% de metanol) e baixa
(26,8% de agua, 63,3% de glicerol e 26,7% de metanol), as porcentagens de glicerol
e metanol estdo expressos em %MS. Foi verificado por esses autores que a incluséo
de 10% de glicerina na matéria seca da dieta ndo causou efeito sobre a ingestao de
alimento e de agua, sobre a degradacado ruminal e a digestibilidade dos nutrientes
por todo trato digestivo. Também nao evidenciaram efeito sobre a microbiota

ruminal.
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Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da MS, MO, PB, FDAcp e
EE ndo foram influenciados pelos tratamentos, com valores médios de 61,2%;
62,7%; 68,5%; 39,1% e 86,3%, respectivamente (Tabela 4). Pode-se verificar que o
tratamento G5 apresentou numericamente os maiores valores de digestibilidade.

A inclusdo de 5% de glicerina ndo alterou os coeficientes de digestibilidade da
FDNcp e CNF. Observa-se reducgao linear na digestibilidade desses nutrientes a

partir de 10% de inclusao de glicerina na dieta (p<0,05).

Tabela 4 — Médias e regressdo para digestibilidade aparente da matéria seca (MS),
matéria organica (MO), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas
e proteina (FDNcp), fibra em detergente acido corrigida para cinzas e
proteina (FDAcp), extrato etéreo (EE) e carboidratos nao fibrosos (CNF)
para os tratamentos com diferentes porcentuais de glicerina.

Tratamentos
ltem GO G5 G10 G115 G20 Regresséo r? CV%
%
MS 62,7 656 614 588 576 Y=61,2 8,6
MO 64,1 66,7 62,9 602 596 Y=62,7 8,4
PB 70,5 734 689 67,8 619 Y=68,5 15,8
FDNcp 46,8 524 415 349 31,5 Vv=53,373-0,841X* 0,69 229
FDAcp 426 451 39,1 342 343 Y¥=39,1 25,8
EE 89,1 876 869 84,1 838 Y=86,3 0,69 3,6

CNF 82,0 822 807 803 770 Y=833-0,221X* 0,80 2,6

*Significativo a 5% de probabilidade, r’= coeficiente de correlagao, CV%= coeficiente de variagao.

A casca de soja e o farelo de girassol foram as principais fontes de fibra da
dieta. A casca de soja é o residuo proveniente do preparo do farelo, constituido
principalmente de cascas, apresentando teores elevados de FDN (67,0% e 60,3%) e
FDA (50,2% e 50,5%) (CUNNINGHAM et al., 1993 e SMET et al., 1995,
respectivamente). No entanto essa fibra € considerada altamente degradavel, pela
menor porcentagem e arranjamento da lignina da casca de soja (MacGREGOR et
al., 1976), portanto esse ingrediente nao prejudicou a digestibilidade da fibra da
dieta.

O farelo de girassol € uma fonte protéica de alta qualidade com ampla
possibilidade de utilizacao (GALATI, 2004 e MENDES et al., 2005) entretanto seu
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uso em dietas de bovinos deve ser cuidadoso quanto a concentragédo de fibras na
dieta, pois esta apresenta elevado teor de lignina e baixa degradabilidade ruminal.
Inclusbes de até 20% de farelo de girassol nas dietas pode nao prejudicar o
desempenho produtivo, embora se tenha observado algum efeito sobre a
digestibilidade (GARCIA et al., 2004) o que se atribui ao arranjamento complexo da
fibra desse ingrediente. Nesse trabalho a inclusdo foi de 12 a 15% de farelo de
girassol. Os valores inferiores de digestibilidade podem estar relacionados a maior
quantidade de fibra proveniente do farelo de girassol que apresenta teor médio de
lignina de 11,5% e degrababilidade efetiva ruminal da FDN de 15,0% com kd de
6,7%/h de acordo com GALATI (2004).

As variagbes na digestdo da fibra também sao atribuidas a quedas no pH
ruminal, em fungdo do acumulo de acidos graxos de cadeia curta oriundos da
fermentagdo de fontes rapidamente degradaveis (RUSSELL & WILSON, 1996).
Segundo VALADARES FILHO & PINA (2006), o pH ruminal pode variar de 5,5 a 7,2,
com valores baixos detectados em intervalos de tempos curtos apds alimentacao
dos animais com dietas ricas em concentrado, sendo que valores de pH abaixo de
6,0 podem inibir as bactérias fermentadoras de celulose. Foram detectados valores
de pH de 5,9 para os tratamentos G15 e G20 apds 2h de alimentagéo (Figura 1).
Sabe-se que as bactérias celuloliticas necessitam de amdnia para seu crescimento
e, consequentemente, possibilitar maiores taxas de degradagao da fragéo fibrosa.
Observando os dados de N-NH; obtidos nesse trabalho (Figura 2), verifica-se
reducédo linear na concentracdo de N-NH3; com o aumento do porcentual de glicerina
na dieta, consequentemente, a reducao na disponibilidade de aménia poderia estar
relacionada com a diminuicdo da digestibilidade da FDN.

O principal carboidrato correspondente aos CNF nessa dieta foi o amido e,
segundo VAN SOEST (1994), o amido tem alta digestibilidade. Entretanto
compostos fendlicos, que estdo presentes em alguns ingredientes sao fatores
antinutricionais que afetam a digestao do amido. Segundo DORREL (1976), o acido
clorogénico € o principal composto fendlico presente nas sementes de girassol e de
acordo com MANDARINO (1997) o acido clorogénico corresponde a mais de 70%
do total dos varios compostos fendlicos presentes no farelo de girassol. No farelo de

girassol pode-se encontrar de 2 a 4 g de acido clorogénico em 100 g. A inclusdo em
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alta concentragdo de farelo de girassol na dieta animal acarreta em maiores
quantidades desse acido causando diminuicdo das enzimas hidroliticas e
interferindo na utilizagdo de varios nutrientes, incluindo proteinas, aminoacidos e
minerais (HARINDER et al., 2007). A presenca dessa substancia antinutricional
pode ter afetado a digestibilidade dos CNF.

A reducao na digestibilidade e consumo dos CNF pode diminuir a energia
rapidamente fermentavel no rimen e consequentemente reduzir as producgdes de

proteina microbiana e acidos graxos de cadeia curta totais.

Concentragao ruminal de amoénia e valores de pH

Nao foram detectados efeitos da interacdo tempo x tratamento para os
valores de pH e concentragdo de amdnia ruminal (p>0,05). O pH ruminal, parametro
indicativo da fermentagéao ruminal n&o foi afetado pela inclusdo de glicerina na dieta
(p>0,05) apresentando valor médio de 6,2 (Figura 1). A variagdo média de pH em
funcdo dos tempos de colheita apresentou comportamento quadratico (p<0,01)
definido pela equagdo: Y=6,33-0,116X+0,013X?; r*=0,79. Os valores minimos de pH
foram encontrados entre 2 e 4 h apdés a alimentacao (5,9 e 6,1 respectivamente)
esses valores ficaram abaixo de 6,2; considerado limite minimo para adequada
fermentagao da fibra (VAN SOEST, 1994).

Foram detectados valores de pH de 5,9 para os tratamentos G15 e G20 duas
horas apds a alimentagdo. Segundo HOOVER (1986), o pH ruminal abaixo de 6,0
diminui a digestao da fibra. Essas observacbes parecem indicar que a glicerina da
dieta tenha efeito entre 2 e 4h pds-prandial, concordando com DONKIN (2008) que
relata que cerca de 50 a 70% do glicerol ingerido desaparece do rumen em até 4h,
levando a um aumento na producao de propionato. O decréscimo no pH é resultante
do intenso processo de fermentacdo e ao consequente aumento da produgao dos
acidos graxos de cadeia curta e lactato (DONKIN, 2008). Se isso for, G15 e G20
provavelmente estariam produzindo quantidades de acidos graxos de cadeia curta
maiores que os demais tratamentos.

MACH et al. (2009) encontraram valor de pH de 5,68 em bovinos alimentados
com 8% de glicerina, valor esse menor que 0s encontrados nos animais que nao

receberam glicerina ou alimentados com 4 ou 12% de glicerina (6,07; 6,06; 6,08;
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respectivamente). Segundo os autores esse resultado pode estar relacionado ao
maior consumo de concentrado pelos animais na dieta com 8% de glicerina quando

comparado aos demais tratamentos.

Figura 1- pH ruminal dos animais alimentados com diferentes porcentuais de
glicerina na dieta em fungao dos tempos de colheita.
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Equacao de regressdo em fungdo dos tempos de colheita Y =6,33+O,013X2-0,1 16X**; r2=0,79
**Significativo a 1% de probabilidade. r’= coeficiente de correlagso.

Na Figura 2 sdo demonstradas as concentracées ruminais de nitrogénio
amoniacal em funcdo dos tempos de colheita dos animais que receberam os
tratamentos com diferentes porcentuais de glicerina. A inclusédo de glicerina na dieta
proporcionou decréscimo linear na concentragdo de aménia ruminal (Y=11,143-
0,019X; r2=0,73; p<0,01). A concentragdo de N-NH3; para o tratamento sem inclusao
de glicerina apresentou superioridade média de 26,5% em relagcdo ao tratamento
G20. Devido ao fato de a maioria das bactérias celuloliticas exigirem aménia para o
seu crescimento, baixas concentracdes de NH; podem limitar a atividade microbiana

e diminuir a taxa e a extensao da digestao da parede celular.
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Houve efeito do tempo sobre as concentragdes ruminais de aménia (p>0,01),
a curva apresentou comportamento cubico sendo que, os valores maximos foram
encontrados entre 1 e 2h apds a alimentacdo, com posterior queda no tempo 4 e
ligeiro acréscimo 6h apds a alimentacdo. Esse aumento estd relacionado a
disponibilidade de alimento no cocho no qual os animais se alimentavam durante

esse periodo.

Figura 2 - Nitrogénio amoniacal dos animais alimentados com diferentes porcentuais
de glicerina na dieta em fung¢ao dos tempos de colheita.
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Verificou-se em todos os tratamentos, que a concentracdo de aménia ruminal
ficou acima de 5 mg/dL (SATTER & SLYTER, 1974), considerada como minima para
adequada fermentacao ruminal, contudo, faz-se a ressalva de que 5 mg de NH3/dL
seria 0 minimo para manter a sintese microbiana, enquanto que para otimizar
efetivamente a fermentagéao, principalmente da fibra, seriam necessarios de 15 a 29
mg de N-NHs/dL (PRESTON, 1986). As concentracbes maximas obtidas foram de
18,3; 15,9; 12,9; 13,3 e 11,3 mg NNHs/dL, para os tratamentos GO, G5, G10, G15 e
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G20, respectivamente. Pode-se evidenciar que os tratamentos com inclusdes de
glicerina a partir de 10% apresentaram concentragdes abaixo do recomendado por

PRESTON (1986), podendo comprometer o adequado crescimento microbiano.

Produc¢ao de metano

Nao foram verificados efeitos da utilizagao de glicerina sobre a produgao de
metano (p>0,05). A produgdo de gases provenientes da fermentagdo ruminal pode
variar de acordo com a dieta utilizada. Os valores médios de produgdo de metano
foram de 161,3; 115,2; 11,5 e 34,0 expressos em L/dia, g/dia, g/KgMSI e g/KgFDNi,
respectivamente (Tabela 5).

O’'MARA (2004) descreveu que a proporgdo de concentrado na dieta
apresenta correlagdo negativa com a emissdo de metano, nesse experimento a
relagao volumoso:concentrado foi a mesma para todos os tratamentos.

Os resultados estdo relacionados ao volume e concentragdo do gas
produzido durante as 12h de incubagdo na metodologia in vitro. A concentragdo de
metano nas amostras de gas colhidas foram proximas em todos os tratamentos, a
maior variagao foi obtida para o volume médio de cada tratamento, que expressos
em mL nas condi¢des normais de temperatura e pressao apresentaram os seguintes
valores: 434,9; 416,3; 436,0; 488,6 e 351,3 respectivamente para GO, G5, G10, G15
e G20. Observa-se que o tratamento G5 e G20 produziram os menores volumes de
gas enquanto o tratamento G15 apresentou o0 maior volume de gas nao havendo
portanto comportamento linear nem quadratico.

O método in vitro de producédo de metano € comumente utilizado pela rapidez,
ou quando é requerido grande numero de andlises em uma determinada avaliagao.
Entretanto, o acumulo dos produtos finais da fermentacao, assim como a dieta a que
o animal doador do liquido ruminal &€ submetido, podem afetar os resultados
(CHERNEY et al., 1993). Nessa pesquisa, 0 animal doador recebeu exatamente a
mesma dieta incubada. BUENO et al. (2005), avaliaram o efeito da espécie do
animal doador (bovino versus ovino) do liquido ruminal na produgcdo de gases
utilizando forrageiras tropicais e os resultados determinaram maior taxa de

fermentagdo com liquido ruminal proveniente de bovinos.
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CANESIN (2009) encontrou valores de producao de metano in vitro em g/dia
para bovinos mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha de 176,8 g/dia para o
més de setembro e 311,0 g/dia para 0 més de novembro. Esses valores sdo mais
elevados aos encontrados nesse trabalho (84,4 a 139,2 g/dia) por se tratar de

animais mantidos sob pastejo.

Tabela 5 — Produgao de metano proveniente da fermentacédo ruminal de dietas com
diferentes porcentuais de glicerina

Tratamentos
ltem Média CV %
GO G5 G10 G15 G20
CH4 L/dia 151,2 188,5 153,7 1949 118,2 Y=161,3 27,9
CH,4 g/dia 108,0 1346 109,8 139,2 84,4 Y=115,2 27,9

CH4 g/kg MSi 10,8 12,9 10,8 13,7 9,4 Y=11,5 25,1

CHs g/kgFDNi 31,3 38,1 32,2 40,9 27,7 Y=34,0 24,8

MSi= matéria seca ingerida, FDNi= fibra em detergente neutro ingerida, CV%= coeficiente de variagéo

A intensidade da emissdo de metano proveniente da fermentagdo ruminal
depende principalmente do tipo de animal, do consumo de alimentos e do grau de
digestibilidade da dieta ingerida. Na Tabela 3 verifica-se que o tratamento G20
apresentou menor valor numérico para consumo de MS e FDN e,
consequentemente proporcionou baixa producdo de metano.

THEODOROU et al. (1994) sugeriram que, a medida que o tempo de
incubacao aumenta, o volume de gases produzidos € maior devido a fermentacao de
carboidratos estruturais na dieta. Em geral, dietas que proporcionam alta taxa de
digestado reduzem a emissao de CH4 ja que o alimento ndo permanece por tempo
prolongado no rumen. De acordo com CHAI et al. (2004), os gases produzidos nas
trés primeiras horas de incubacao correspondem a fermentagao dos carboidratos
soluveis.

As alteragdes na digestibilidade da FDN e CNF verificadas nesse trabalho
também podem ter influenciado a produgdo de CH;. BLUMMEL et al. (1997)
verificaram que a producédo de gases de 200 mg de fibra em detergente neutro &
maior do que de 200 mg da forragem integral. Eles sugeriram que a eficiéncia com

que o material fermentavel é incorporado as células microbianas € uma explicagao
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para a maior produgédo de gases da FDN. A proporcéo de cada produto final (AGCC,
CO; e CH4) depende do tipo de carboidrato fermentado e das espécies bacterianas
que estiverem no ambiente ruminal durante a fermentacéo (NUSSIO et al., 2006).

De acordo com JOHNSON & JOHNSON (1995), o tipo de fermentagao
resultante pode variar de alta emissdo de metano, caracterizado por uma alta
relagao acetato:propionato, a uma baixa emissdo de metano caracterizado por uma
menor relacdo acetato:propionato. No rumen o glicerol € metabolizado a propionato.
Portanto, com o aumento da concentragdo de glicerina no rumen, esperava-se

decréscimo na produgao de metano e isso so foi observado no tratamento G20.

Producao e composicao da massa microbiana

Nao foram observados efeitos da interagdo tempo x tratamento (p>0,05) para
a produgdo e composicao das bactérias liquido associadas (BLA), protozoarios
liquido associados (PLA) e bactérias solido aderidas (BSA).

A produgao de matéria seca e matéria organica (mg/L) e o teor de MO (%MS)
das fragbes bacterianas associadas ao liquido (Tabela 6) foram influenciadas pelos
tratamentos (p<0,05), apresentando redugdes lineares com o acréscimo do
porcentual de glicerina na dieta, sendo que, as produgbes de MS e MO foram,
respectivamente, 27,8 e 32,2% superiores para o tratamento sem adi¢ao de glicerina
quando comparado ao tratamento G20. Houve aumento linear para o teor de N
(%MO) conforme aumentou-se a inclusdo de glicerina na dieta enquanto a produgao
de nitrogénio (mg/L) apresentou comportamento cubico. Os teores de MO e N das
fracdes bacterianas associadas ao liquido ruminal obtidas neste trabalho situaram-
se entre 52,1% e 62,1% de MO (%MS) e 8,8% e 11,5% de N (%MO). CECAVA et al.
(1990) constataram valores médios de MO de 83% e de N/MO de 9,7% para
bactérias da fase liquida e EZEQUIEL et al. (2002) relataram teores de MO de
81,6% e 6,7% de N/MO para as fragdes liquido-associadas, pode-se verificar que os
teores de MO encontrados por esses autores foram superiores aos obtidos nesse
trabalho. No entanto, MARTIN et al. (1994) relataram teores de MO para bactérias
da fase liquida na faixa de 60 a 65% e MENDES (2003) encontrou valores de 57%
de MO e 8,7% de N (g de microorganismos/L de liquido ruminal) que sdo mais

proximos aos valores obtidos neste trabalho.



31

Tabela 6 — Producdo e composicdo de bactérias liquido-associadas do rumen de
bovinos recebendo dietas com diferentes porcentuais de glicerina.

Tempo de colheita (h) o
Trat 0 2 5 8 CV%
Matéria seca (mg/L) Média'
GO 1069,9 1029,6 997,5 1097,1 1048,5
G5 929,5 837,1 819,3 896,3 870,5
G10 1035,8 736,2 891,2 838,8 875,5 22,6
G15 1027,4 950,7 802,1 952,1 933,1
G20 805,8 876,7 823,5 521,6 756,9
Média" 973,7 886,1 866,7 861,2
Matéria organica (%MS) Média®
GO 61,9 59,5 59,9 57,2 59,6
G5 58,8 56,1 58,9 56,7 57,6
G10 62,1 53,6 54,8 54,9 56,3 6,8
G15 57,5 55,7 52,1 57,8 55,8
G20 58,0 55,4 55,0 54,0 55,6
Média® 59,7 56,0 56,1 56,1
Matéria organica (mg/L) Média®
GO 646,2 614,7 598,5 640,3 626,5
G5 547.,9 474,7 478,8 513,4 503,7
G10 642,7 399,8 487,2 463,6 498,3 26,1
G15 598,8 518,2 419,5 553,8 522,6
G20 467,9 483,7 459,6 287,4 424,6
Média™ 581,9 498,2 488,7 491,7
Nitrogénio (%MO) Média*
GO 8,8 9,8 9,1 10,2 9,5
G5 9,9 10,3 9,7 9,9 10,0
G10 8,9 11,4 10,1 10,2 10,2 10,4
G15 9,8 10,8 11,2 9,6 10,4
G20 10,6 10,8 10,8 11,5 10,9
Média"™ 9,6 10,6 10,2 10,3
Nitrogénio (mg/L) Meédia®
GO 57,5 58,8 54,8 64,3 58,9
G5 52,5 47,2 46,6 49,2 48,9
G10 55,4 43,4 48,5 46,7 48,5 21,9
G15 58,0 55,5 46,7 53,8 53,5
G20 48,9 50,8 48,2 32,1 45,9
Média"™ 54,5 51,1 48,9 49,9

"*nao significativo (p>0,05); CV(%): Coeficiente de variagao; *Significativo a 5% de probabilidade; **Significativo a
1% de probabilidade.

Equacgdes de regressao em fun%éo dos tratamentos:

'¥=1053,1-52,06X**, r’=0,60; °¥=59,92-0,98X**, r*=0,87;  >¥=630,29-38,41X**, r’=0,70;

*Y=0,24+0,32X**, ’=0,96;  °Y=93,74-1,85X°+17,379X>-50,171X*, r*=0,97

Equacgdes de regressdo em fungdo dos tempos de colheita:

®Y=64,275+0,925X>-5,695X*, r’=0,92
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Os valores de porcentagem de MO foram baixos, possivelmente pela adigao
de solucao de Coleman durante o processo de separacao das fracbes BLA, PLA, e
BSA, levando a um aumento no valor de matéria mineral das amostras. Essa
hipétese também foi apontada por VALADARES FILHO (1995) e MENDES (2003)
como causa da grande variagao dos teores de MO encontrados na literatura.
Segundo MARTIN et al. (1994) a matéria mineral contida nas amostras das fragbes
isoladas é fungao da concentracdo da solugdo salina utilizada e ao numero de
lavagens em solugdo salina que a amostra foi submetida.

Segundo CECAVA et al. (1990) as mudancas na disponibilidade de matéria
organica fermentavel podem afetar a composicao das bactérias ruminais por afetar a
taxa de crescimento, as espécies presentes ou a associacdo das bactérias com as
fragcbes especificas (liquido e sdlido) do rumen. A produgdo microbiana total no
rumen, geralmente aumenta com o aumento da quantidade de matéria organica
fermentada no rumen.

Em relagédo aos horarios de amostragem pode-se observar que a produgéo de
MS, MO e N (mg/L) das bactérias foi inalterada (p>0,05). CECAVA et al. (1990)
avaliando tempos de colheita de 3, 6, 9 e 12h ap6s a alimentacao encontraram efeito
quadratico para a producdo de MO com maior valor 6h apdés a alimentacido e
quadratico para o N com aumento nos tempos 6 e 9h apds a alimentagdo. O
aumento na porcentagem de N apdés a alimentagao provavelmente representa
sintese de material celular (CRAIG et al., 1987). Esse comportamento nao foi
verificado nesse trabalho, no qual a producdo nao foi alterada em funcdo dos
tempos de colheita e os teores de MO apresentaram comportamento quadratico,
com decréscimo 2h apods alimentacédo e ligeiro aumento nos tempos 5 e 8h, ndo
havendo efeito dos tempos de colheita para os teores de N (p>0,05).

A producdao de MS, MO e N (mg/L) dos protozoarios liquido associados
(Tabela 7) apresentou comportamento semelhante ao das BLA para matéria seca e
matéria organica, apresentando reducgdes lineares com o aumento na concentracao
de glicerina na dieta (p<0,05). As producdes de MS, MO e N foram superiores para o
tratamento GO em relacdo ao tratamento G20 em 28,1%; 28,7% e 30,7%;

respectivamente.
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Tabela 7 — Producdo e composi¢cao de protozoarios liquido-associados do rumen de
bovinos recebendo dietas com diferentes porcentuais de glicerina.

Trat

GO

G5
G10
G15
G20
Média®

GO
G5
G10
G15
G20
Média®

GO

G5
G10
G15
G20
Média’

GO

G5

G10
G15
G20
Média™

GO

G5
G10
G15
G20
Média®

Tempo de Colheita (h)

0

27791
2233,0
2350,4
1487 ,1
22401
2217,9

52,8
49,8
49,3
48,6
52,3
50,6

1206,2
929,3
1001,4
595,7
978,5
942,2

7,6
7,4
7,5
8,0
7,6
7,6

92,0
68,8
70,0
47,3
71,4
69,9

2 5
Matéria seca (mg/L)
1986,9 1962,4
1719,6 1433,4
1649,1 2291,2
1801,9 1276,9
1623,4 1361,1
1756,2 1665,0

Matéria Organica (%MS)
51,3 50,7
43,7 48,0
46,7 44,3
43,4 44,9
46,9 45,8
46,4 46,7

Matéria Organica (mg/L)
875,2 823,9
626,7 565,4
639,6 891,3
650,1 469,5
634,0 507,0
685,1 651,4

Nitrogénio (%MO)

7,3 7,3

7,0 7,2

7,5 6,6

7,0 7,0

6,9 6,8

7.1 7,0
Nitrogénio (mg/L)

65,5 58,5
44,3 41,0
49,3 57,3
44,3 32,1
43,6 33,1
49,4 44,4

8

2069,8
1964,4
1456,6
1893,7
1122,8
1701,5

44,1
41,4
47,1
44,7
51,1
45,7

738,1
680,9
568,0
701,7
475,8
632,9

6,7
8,0
7,3
6,5
7,7
7,2

49,7
56,7
42,1
45,2
35,8
45,9

Média'
2199,5
1837,6
1936,8
1614,9
1586,8

Média?
49,7
457
46,9
454
49,0

Média®
910,9
700,6
775,1

604,3
648,8

Média"™
7,2
7,4
7,2
7,1
7,2

Média*
66,4
52,7
54,7
42,2
46,0

CV%

41

10,6

5,0

5,3

8,2

"*no significativo (p>0,05); CV(%): Coeficiente de variac&o; *Significativo a 5% de probabilidade; *Significativo a
1% de probabilidade.
Equacdes de regressdo em fungdo dos tratamentos:

¥=2269,6-144,81X**, r*=0,83;

4¥=67,79-5,13X**, °=0,74

Equacdes de regressdo em fungdo dos tempos de colheita:

2y=54,1+0,893%X%-5,527X*, r’=0,76;

3¥=914,09-62,05X*, r*=0,66;

5y=2245,3-164,4X*, *=0,67; °Y=50,95-1,44X*, r’=0,71; Y=968,3-96,16X**, r’=0,74; ®Y=71,65-7,7X*, r*=0,70
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O teor de MO (%MS) apresentou comportamento quadratico (p<0,05) os
maiores valores foram obtidos com 0% e 20% de glicerina os tratamentos G5, G10 e
G15 apresentaram valores intermediarios. A inclusdo de glicerina ndo afetou o teor
de N dos PLA (p>0,05).

MARTIN et al. (1994), estudando o isolamento e caracteristicas das fracoes
de protozoarios e bactérias do conteudo ruminal de bovinos, relataram que,
independentemente da dieta (no caso feno ou feno + cevada peletizada), o teor de
MO de protozoarios foi superior ao obtido para as fragcdes bacterianas. Isto nao foi
verificado neste trabalho. STORM & ORSKOV (1983), citados por OLUBOBOKUN et
al. (1988), reportaram que o teor de MO da fragdo de protozoarios foi menor que a
fracdo de bactéria obtida no rtmen. EZEQUIEL et al. (2002) encontraram teores de
MO de 81,6% e 75,2% para bactérias e protozoarios respectivamente.

O conteudo de N (%MO) da fragao de protozoarios (6,5 a 8,0%) foi mais baixo
que aquele das bactérias liquido associadas (8,8 a 11,5%), concordando com os
resultados obtidos por MARTIN et al. (1994), MELICIO (2000) e STOKES et al.
(1991).

Em relagcédo aos tempos de colheita verificou-se redugao linear (p<0,05) apds
alimentacgéo para a produgao de MS, MO e N (mg/L), e redugao linear também para
os teores de MO (%MS). Nao foi verificado efeito do tempo sobre os teores de N
(%MO).

Os dados referentes a composicao e producao das bactérias sélido aderidas
estdo apresentados na Tabela 8. A inclusdo de glicerina na dieta ndo alterou
(p>0,05) a produgao de MS, MO e N (mg/L) nem o porcentual de MO e N.

A média da quantidade de MS em mg/kg de conteudo ruminal das BSA foi
superior quando comparada com a dos demais microrganismos BLA e PLA, sendo
os valores médios de 3131,0 mg/kg; 896,9 mg/L e 1835,1 mg/L; respectivamente
para BSA, BLA e PLA. Isso pode evidenciar que, com o passar do tempo, as
bactérias se aderem a fase soélida ou para se reproduzir ou para garantir o substrato.
As quantidades de MO e N (mg/kg) também foram superiores para as BSA
comparados aos microorganismos da fase liquida.

A substituicdo do milho pela glicerina proporcionou reducdo de substrato

solido para as bactérias e consequentemente a concentragao dessas aumentou na
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fase solida do conteudo ruminal. Isso é evidenciado pelo fato que a producao de MS,
MO e N (mg/L) das bactérias da fase liquida foi reduzida com a inclusédo de glicerina,
comportamento ndo verificado nas bactérias aderidas a fase sdlida, no qual os
tratamentos n&o afetaram a producéo de MS, MO e N (mg/kg).

CECAVA et al. (1990) e OLUBOBOKUN & CRAIG (1990) verificaram teores
superiores de N (%MO) para as BLA em relacdo as BSA. Os valores obtidos por
CECAVA et al. (1990) foram 9,7% para BLA e 9,3% para BSA, o que néo foi
verificado nesse trabalho, onde os teores N (%MO) de BLA ficaram entre 8,8% e
11,5%, e de BSA entre 10,1% e 12,1%.

STORM & ORSKOV (1983) citados por OLUBOBOKUN et al. (1988)
reportaram que o conteudo de MO da fracdo de protozoarios foi menor do que
aquele da fragao de bactérias do rimen e que a concentracdo de MO das BSA foi
maior do que a das BLA, concordando com os resultados de MERRY & MCALLAN
(1983). Essas observagdes estdo de acordo com os resultados de obtidos nesse
trabalho, no qual o teor médio de MO (%MS) para as BSA foi de 63% e de 57% para
as BLA. Na literatura sdo descritas grandes variagdes na composi¢ao quimica dos
microrganismos ruminais. Essas variagbes, provavelmente, sdo atribuidas as
diferencgas entre as técnicas utilizadas para isolar os microrganismos e/ou, medir sua
composigao, além de diferenga entre espécies de microorganismos relacionados ao
perfil da dieta.

As composi¢cdes em MO (%MS) e N (%MO) sofreram alteragées em relagéo
ao tempo apods alimentacgao, o teor de MO apresentou redugéo linear (p<0,05) com o
passar do tempo sendo que 8h apds alimentacao verifica-se o menor valor de MO.
Observou-se comportamento inverso em relagcdo a porcentagem de N com
incremento linear nos teores de N em fungao dos tempos de colheita (p>0,05). As
producdes de MS, MO e N (mg/L) para BSA foram semelhantes entre os tempos de
colheita. CECAVA et al. (1990) observaram aumento linear na produgdao de
nitrogénio apds a alimentacéo e efeito quadratico para a produgao de MO sendo o
maior valor encontrado 9h apds a alimentagao, para as bactérias aderidas a fase

solida.
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Tabela 8 — Producdo e composicdo de bactérias sodlido-aderidas do rumen de
bovinos recebendo dietas com diferentes porcentuais de glicerina.

Trat

GO

G5

G10
G15
G20
Média™

GO
G5
G10
G15
G20
Média'

GO

G5

G10
G15
G20
Média™

GO

G5
G10
G15
G20
Média?

GO

G5

G10
G15
G20
Média™

Tempo de Colheita (h)

0

4592,2
3997,2
4151,1
3999,0
3716,8
4093,1

65,7
64,2
64,3
64,0
61,8
64,0

3022,5
2567,0
2672,6
25553
2299,4
2623,3

10,1
10,3
10,5
10,5
11,3
10,5

336,5
296,2
315,5
299,0
288,2
306,7

2 5
Matéria seca (mg/kg)
3828,2 4015,5
3740,5 4216,1
3736,7 3593,2
3590,0 3704,8
4042,7 37711
3787,6 3861,3
Matéria Organica (%MS)
63,6 62,6
63,6 65,2
62,7 61,5
62,6 61,6
63,1 63,7
63,1 62,9
Matéria Organica (mg/kg)
2436,1 2523,1
2368,9 27491
2343,8 2214,3
2252,8 2281,8
2543 ,1 2406,6
2388,9 2435,0
Nitrogénio (%MO)
10,4 10,9
10,7 10,6
10,9 12,1
10,9 12,0
10,8 11,4
10,8 11,4
Nitrogénio (mg/kg)
283,7 289,7
277,9 308,7
286,1 280,0
275,6 286,1
306,4 291,3
285,9 291,2

8

3970,5
3774,6
3979,9
3806,4
3848,1
3875,9

60,3
63,9
61,1
62,4
62,2
62,0

2384,8
2414,3
2442,0
2385,9
2398,6
2405,1

12,0
11,0
11,8
12,0
11,7
11,7

299,3
277,9
300,5
296,4
291,1
293,0

Média"™
4101,6
3932,1
3865,2
37751
3846,2

Média"™
63,0
64,2
62,4
62,7
62,7

Média"™
2591,6
2524,8
2418,2
2368,9
2412,0

Média"™
10,8
10,7
11,3
11,4
11,3

Média™
302,3
290,2
295,0
289,3
294,3

CV%

12,2

4,3

14,0

12,2

"*nao significativo (p>0,05); CV(%): Coeficiente de variagéo; *Significativo a 5% de probabilidade.
Equacdes de regresséo em fung&o dos tempos de colheita:

¥=64,55-0,62X*, r’=0,95; 2Y=10,05+0,42X*, r>=0,98
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CRAIG et al. (1987) detectaram diferenga entre a composi¢ao das bactérias
do liquido e do sdlido, com maiores concentragdes de nitrogénio para as do liquido
(7,5%) em relacdo as do sdlido (6,4%), e também detectaram variagédo no teor
nitrogenado em fungao do tempo apds alimentagdo, com valores superiores para a
primeira coleta, reduzindo de 9,2 para 7,7% (liquido) e de 9,2 para 6,7% (sélido) nas
primeiras horas e retomando a concentracdo as 6 horas apds alimentacdo. No
entanto, OLUBOBOKUM & CRAIG (1990) na&o verificaram alteragdes na
concentracao de nitrogénio em fungéao do tempo de coleta do conteudo (2 e 23 horas
apos alimentagao). Mas também relataram maiores concentragées de nitrogénio nas
bactérias do liquido (8,8%). Estes autores relataram que as produgbes de matéria
organica e nitrogénio nao diferiram em fungcao do tempo de coleta.

Os resultados séo dependentes das metodologias de isolamento utilizadas e
das inumeras dietas que podem ser formuladas e modificam o suprimento de
substrato fermentavel, consequentemente, o crescimento microbiano e sua
composicao. Diversos fatores afetam a composi¢cao das células microbianas, entre
eles, o tipo de microrganismos, a fase de crescimento e a disponibilidade de
nutrientes. Menores valores de digestibilidade da FDN e CNF indicam que a
fermentagdo ruminal e o crescimento microbiano foram menos adequados nas
dietas com concentragao de glicerina acima de 10%.

O balango de carboidratos estruturais e ndo estruturais na dieta é importante
para a otimizacdo da fermentacdo ruminal. O excesso de carboidratos néao
estruturais pode provocar queda no pH ruminal e diminuir a eficiéncia de sintese
microbiana, por outro lado, a falta de carboidratos com taxas de fermentagdo mais
rapida, pode diminuir a energia disponivel para o crescimento bacteriano (CLARK,
1992). A substituicao do milho da dieta pela glicerina pode ter causado deficiéncia
de carboidratos rapidamente fermentaveis e consequentemente reduzido a energia

necessaria para um adequado crescimento das bactérias.



38

CONCLUSOES

A substituicdo do milho pela glicerina proporcionou redugdo nos porcentuais
de extrato etéreo e carboidratos nao fibrosos da dieta e consequentemente foram
reduzidos os consumos desses nutrientes, também foram verificadas redugdes na
digestibilidade da fibra em detergente neutro e carboidratos nao fibrosos.

Em relagdo a fermentagdao ruminal houve decréscimo nas concentragdes de
nitrogénio amoniacal e também foram verificados efeitos sobre as bactérias e
protozoarios associados ao liquido ruminal com reduc&o na produ¢éo e composicao
desses com o aumento do porcentual de glicerina na dieta. A utilizagado de glicerina
nao influenciou a produgdo nem a composi¢ao das bactérias aderidas a fase solida
do rumen.

Ainda s&o necessarios mais estudos com a finalidade de elucidar o

metabolismo do glicerol no organismo animal.
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IMPLICAGOES

A ideia de utilizagdo de alimentos ndo convencionais para ruminantes vem
ganhando espaco nos ultimos anos, principalmente com o objetivo de atender as
dificuldades relacionadas ao custo de alimentagao dos animais. Considerando ser a
alimentagéo responsavel por uma grande parcela no custo varidvel de producgao,
chegando a 60 a 80% no confinamento de bovinos, tal pratica além de maximizar os
lucros contribui na redugdo do acumulo desses materiais, diminuindo o impacto
ambiental.

E necessario encontrar rapidamente uma destinacdo economicamente viavel
e ecologicamente correta para a glicerina obtida do processo de producdo do
biodiesel e, a sua real utilizacdo na alimentagdo de ruminantes esta na dependéncia
dos resultados de pesquisas que visam encontrar o balanceamento ideal dos
nutrientes da dieta e consequentemente determinar o limite de inclusdo deste
subproduto na dieta de ruminantes.

A composicado da glicerina varia de acordo com o processo de obtencdo e a
fonte de producdo que pode ser de origem vegetal ou animal, portanto sao
necessarias especificagcdes desse subproduto para que possa ser comercializado
com a finalidade de emprego na alimentacdo animal. Estudos relacionados a
sincronizagédo do fornecimento energia e proteina no rimen, fontes de carboidratos
com diferentes taxas de degradagcdo também sdo necessarios. Além disso, as
formulagcdes de dietas com inclusdo de glicerina devem levar em consideragéo a
presenca de cloreto de sddio nesse subproduto e portanto reduzir a inclusdo de sal

comum da dieta.
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