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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da incluséo de glicerina bruta,
subproduto do biodiesel, em substituicdo ao milho, no ambiente e cinética ruminais de
novilhas mesticas em clima tropical. A dietas eram compostas de 74% silagem de
milho, milho grdo e farelo de soja, com inclusdo de 0 (controle); 2,5; 5,0; 7,5 e 10% de
glicerina bruta na matéria seca, fornecida em substituicdo ao milho. Cinco novilhas
mesticas Holandés-Zebu com peso médio 602,4+70,89 kg em confinamento foram
utilizadas no experimento, realizado na cidade de Florestal - MG. Tratamentos eram
fornecidos ad libitum, duas vezes ao dia. Foram avaliadas a composicdo quimica, as
concentragfes de &cidos graxos, nitrogénio amoniacal e valores de pH, e a cinética
ruminal nos animais submetidos as dietas. A cinética ruminal foi avaliada utilizando-se
simultaneamente os indicadores Cr-mordente, Co-EDTA e o indicador em fase
experimental LIPE® LIQUIDO. O delineamento experimental utilizado foi o0 Quadrado
Latino 5x5 com parcelas subdivididas. A inclusdo de glicerina bruta até 10% da matéria
seca da dieta ndo causou efeitos deletérios no ambiente ruminal nem alteragcbes no
consumo de matéria seca. Houve um aumento na proporcdo do butirato nas dietas a
partir de 7,5% de inclusdo de glicerina bruta. Nao foi observada influéncia da glicerina
bruta na cinética ruminal. O LIPE® LIQUIDO demonstrou potencial como indicador
da fase solida da digesta, mas serdo necessérias mais pesquisas.



Abstract

The objective of this study was to evaluate the effects of inclusion of crude glycerin, a
byproduct of biodiesel, in substitution of corn in the ruminal kinetics and environment
of crossbred heifers in a tropical climate. Five crossbred Holstein-Zebu average weight
602.4 £ 70.89 kg in confinement were used in the experiment conducted in the city of
Forest - MG. The diets were composed of 74% corn silage, corn grain and soybean
meal, with inclusion of 0 (control), 2.5, 5.0, 7.5 and 10% crude glycerin on dry matter,
replacing dietary corn. Treatments were provided ad libitum twice daily.. The chemical
composition, concentrations of fatty acids, ammonia nitrogen and pH values and
kinetics were evaluated in the animals subjected to diets. The Kinetics was evaluated
using both indicators Cr-cheek, Co-EDTA and forefinger in an experimental phase Lipe
® liquid. The experimental design was a 5x5 Latin square with split plots. The inclusion
of crude glycerin up to 10% of the diet dry matter caused no deleterious effects on
rumen environment or changes in dry matter intake. There was an increase in the
proportion of butyrate in the diet from 7.5% inclusion of crude glycerin. There was no
effect of crude glycerin in kinetics. The liquid form of Lipe® showed potential as an

indicator of kinetics of solid phase of digesta, but more research is needed.



Introducgéo Geral

A alimentacdo dos animais é considerada a parte mais onerosa do processo de
criagdo de bovinos leiteiros. O meio académico, em conjunto com produtores rurais,
sempre procurou encontrar formas de minimizar este custo, de forma a otimizar a
producdo animal. Uma das formas de reduzir custos com alimentacédo é a utilizacdo de
subprodutos ou residuos industriais na dieta dos animais. Esta estratégia envolve a
criteriosa avaliacdo do subproduto em questdo quanto aos seus valores nutricionais,
possiveis toxinas e niveis de toxicidade, seguranca e conveniéncia do fornecimento para
0 animal e para o tratador, viabilidade financeira da substituicdo dos alimentos pelos
subprodutos e o estudo dos efeitos da utilizacdo do subproduto no organismo dos
animais.

O presente trabalho tem o objetivo de explorar o uso da glicerina bruta como
alimento alternativo para bovinos, da mesma forma que este tém sido utilizado na
América do Norte e na Europa, como um substituto do milho na alimentacdo dos
animais. A glicerina bruta foi o alimento selecionado devido as politicas recentes de
alteracdo da natureza da matriz energética no Brasil, cuja exigéncia de inclusdo cada vez
maior do biodiesel no combustivel gerou um excedente da substancia que a torna
particularmente rentavel no pais.

As dietas com diferentes percentagens de inclusdo de glicerina bruta, em
substituicdo ao milho foram avaliadas através de coletas de liquido ruminal e
subsequentes avaliacbes laboratoriais. Também foi feita uma comparacdo entre as
estimativas de parametros ruminais de taxa de passagem e volume ruminal pelo método
de referéncia esvaziamento ruminal, diferentes indicadores e modelos matematicos
com destaque para avaliacdo do indicador LIPE® LIQUIDO, em fase experimental. O
ambiente ruminal foi avaliado para as diferentes dietas, permitindo verificar a
viabilidade da utilizacdo da glicerina como substituto do milho para a dieta de novilhas

leiteiras em clima tropical, como foi proposto na literatura.
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1. Revisao de Literatura
1.1 O biodiesel
1.1.1.1. Conceito de Biodiesel

O biodiesel é definido como um mono-alquil éster de acidos graxos, obtido
através da transesterificacdo de 6leos vegetais com alcodis metanol ou etanol, atraves da
catélise basica com NaOH ou KOH; ou ainda pela esterificacdo desses materiais na
presenca de catalisadores acidos, com consequente transformacdo dos triglicerideos em
moléculas menores de ésteres de acidos graxos, tendo como co-produto a glicerina bruta
(Thompson & He, 2006).

O biodiesel é denominado B100 (ANP, 2011). O produto é uma fonte importante
de energia no longo prazo por causa da sua versatilidade e sustentabilidade de sua
manutencdo como fonte energética renovavel. O biodiesel pode ser usado em motores
de ignicdo a compressao (diesel) sem necessidade de modificacdo, e também pode ser
adicionado ao petréleo em misturas. Como se trata de uma energia limpa, ndo poluente,
0 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. (Favaro, 2010)
1.1.2. A obteng&o da glicerina bruta a partir do biodiesel

O biodiesel € fabricado através de um processo quimico onde a glicerina é
separada da gordura ou do 0Oleo vegetal. A glicerina tem origem nesse processo, em que

ocorre a transesterificagdo de um triacilgliceridio e um alcool para formar o biodiesel,

como se pode ver na Figura 1.
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Acidoou base =~ RCOOCH; CH,OH

CH,COOR
| (catalisador) + |
' CHOH
CHCOOR' + CH,OH  _— RCO?CH3 ' |
| <
z CH,OH
CH.COOR" R”COOCH, 2
Mistura de Gli |
il ecard Metanol , - cero
Triaciglicerideo (Alcool) ésteres metilicos (Glicerina)
(Gordura) (Biodiesel)

Figura 1: Reacdo de transesterificacdo do triacilglicerideo e metanol para obtencdo do biodiesel,
adaptado de Volhard, 2004, p. 755

Na reacdo de transesterificacdo sdo usados alcoois de baixa massa molecular,
como metanol, etanol, propanol, butanol e/ou alcool amilico (FERRARI, 2005, p. 19),
mas metanol e etanol sdo os mais frequentemente empregados. Metanol é o mais
utilizado devido ao seu baixo custo na maioria dos paises e as suas vantagens fisicas e
quimicas (polaridade, alcool de cadeia mais curta, reacdo rapida com triacilglicerideo e
dissolucdo facil com o catalisador basico). Além disso, permite a separacdo simultanea
do glicerol. A mesma reacdo usando etanol é mais complicada, pois requer um alcool
anidro, bem como um 6leo com baixo teor de agua para levar a separacdo do glicerol
(GERIS, 2007, p. 1369). Contudo, o etanol estd se tornando mais popular, pois ele é
renovavel e muito menos toxico que o metanol (VIEIRA, 2008, p. 14).

Como a reacdo de transesterificacdo é reversivel, é necessario 0 Uso em excesso
de alcool para deslocar o equilibrio no sentido do produto desejado. A estequiometria
para a reacdo é de 3:1 (&lcool:lipidio). Segundo Donkin, 2007, algumas empresas
utilizam a estequiometria de 6:1, obtendo uma taxa de conversdo de 98%. O glicerol
resultante contém catalisador ndo utilizado e sabdes, que sdo em seguida neutralizados
com adicdo de acido para obtencédo da glicerina bruta. (Donkin,2007)

Com relacdo a quantidade de glicerina bruta produzida como produto no
processo de obtencdo do biodiesel, Carvalho et al. (2010) relatam que sua producdo
corresponde, a aproximadamente, 10% do volume total de biodiesel. Porém, Zijlstra et
al. (2009) afirmaram que a cada 1L de biodiesel produzido obtém-se 79 g de glicerina
bruta.
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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. E de se
esperar essa variedade nas quantidades de glicerina bruta, pois sdo geradas em
diferentes empresas, diferentes locais e com procedimentos com rendimentos diferentes.
O grande volume de glicerina gerado através da reacdo de transesterificacdo prejudica o
aspecto ecoldgico do biodiesel, sendo necessario estabelecer procedimentos para dar
fim ao produto.

1.1.3. A importéancia do biodiesel no Brasil e no mundo

O biodiesel surgiu mundialmente como uma alternativa promissora aos
combustiveis minerais. A crescente preocupacdo com o meio ambiente, aliada a busca
por fontes alternativas de energia renovaveis, tém colocado o biodiesel no centro das
atencGes e interesses (ABDALLA, 2008). Por ser considerado um combustivel
ecoldgico, biodegradavel, atdxico, livre de enxofre e compostos aromaticos, o biodiesel
pode promover substancial reducdo na emissdo de mondxido de carbono e
hidrocarbonetos para o meio ambiente (Favaro, 2010)

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de biodiesel (13% da
participacdo), com producdo anual de 2,4 bilhGes de litros (no ano de 2010) e
capacidade instalada de 5,8 bilhdes de litros (ANP, 2011). A Unido Européia e
0os EUA lideraram a producdo mundial no ano de 2010 (FAPRI, 2010).

A produgéo e o uso do biodiesel no Brasil propiciam o desenvolvimento de uma
fonte energética sustentivel sob os aspectos ambiental, econémico e social e também
traz a perspectiva da reducdo das importacdes de Gleo diesel. Em 2008, o uso do
biodiesel evitou a importacdo de 1,1 bilhdes de litros de diesel de petroleo resultando
numa economia de cerca de US$ 976 milhdes, gerando divisas para o pais.

Segundo dados publicados no Boletim Mensal do Biodiesel da ANP, em
maio de 2011, haviam 67 plantas produtoras de biodiesel autorizadas no Brasil,
18 solicitacbes de autorizacdo de construcdo de novas plantas e 11 solicitagOes
de ampliacBes das plantas ja existentes. Os Estados do Rio Grande do Sul (25,3%),
Mato Grosso (23,7%), Goias (18,3%) e Séo Paulo (13,7%) lideraram, em sequéncia, a
producéo nacional no ano de 2010, respondendo por 81,1% do biodiesel produzido.

Os Estados Unidos sdo o maior produtor de biodiesel do mundo, com uma
producdo estimada de cerca de 13.600 milhdes de litros em 2010 (Thurmond, 2008).
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Conforme dados da European Biobiesel Board, a producédo de biodiesel na Europa foi
de 9.046 milhdes de toneladas em 2009. Segundo a ANP (2010) o Brasil teve uma
producdo anual, em 2009, de 1,6 bilhGes de litros e tem capacidade instalada, em janeiro
de 2010, para produzir 4,7 bilhdes de litros. Por outro lado, a Colémbia surge como a
segunda potencia latino americana na producédo de biodiesel, com 337.713 toneladas no
ano 2010 e com a meta de chegar a 1 milhdo de toneladas nos préximos 5 anos (FNBC,
2011).

Carvalho (2011) relata a contribuicdo do uso do Biodiesel para a conservacao
do meio ambiente, por diminuir o efeito estufa por meio da menor emissédo de gases.
Além disso, pela auséncia de enxofre em sua composi¢do, sua queima ndo provoca
emissdo de Oxidos de enxofre (SO2 e SO3), considerados poluentes danosos a qualidade

do ar e responsaveis pela chuva acida.

1.1.4. Legislacédo e comercializagédo do biodiesel e glicerina bruta

O biodiesel passou a fazer parte oficialmente da matriz energética brasileira, a
partir da lei de numero 11.097, de 13 de janeiro de 2005, que disp&e sobre a introducao
do biodiesel na matriz energética brasileira. A lei estabelece a introducdo do Biodiesel
com o proposito de ‘“incrementar, nas vases econdmica, social e ambiental, a
participacdo de biocombustiveis na Matriz Energética Nacional." A adi¢do de biodiesel
ao Oleo diesel aprovada para ser utilizada facultativamente até 2008 foi de 2%. A partir
de janeiro de 2008 essa adicdo se tornou obrigatdria, sendo facultativa a mistura de 5%
até 2013, quando 5% de adicdo se tornara obrigatoriedade. O governo federal ja
anunciou o B10 (adicdo de 10%) para ser efetivada de maneira semelhante em 2014.

A especificacdo do biodiesel no Brasil fica a cargo da Agéncia Nacional do
Petroleo (ANP). Ate o momento foram editadas duas portarias sobre o biodiesel: a
portaria n° 240, que trata do uso de combustiveis ndo especificados, ou seja, aqueles
cujas caracteristicas ndo estao definidas por dispositivos legais expedidos pela ANP; e a
portaria n° 255, que trata da especificacdo técnica do biodiesel puro a ser adicionado ao
oleo diesel automotivo, para testes em frotas cativas, ou para uso em processo industrial
especifico.

Estima-se que com a adicdo de 4% de biodiesel a diesel o excedente de glicerina
produzida a partir do biodiesel no mercado tenha sido de aproximadamente 264 mil
toneladas/ano, e com a adicdo de 5%, chegara a 325 mil toneladas/ano (Mota et al.,
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2009). A glicerina resultante do processo de obtencéo do biodiesel ndo possui legislacdo
especifica para seu descarte, sendo armazenada, e consequentemente se acumulando nas
usinas de producéo de biodiesel, formando grandes estoques desse subproduto.

A dificuldade de acomodacdo do excedente de glicerina se agrava porque a
glicerina resultante da producdo de biodiesel tem caracteristicas diferentes da que €
utilizada na induastria de higiene e cosmética. A forma bruta, obtida no processo de
producdo de biodiesel vem misturada a agua, &cidos graxos e sabdes. SO depois de
purificada € que a substancia pode ser utilizada na area de quimica fina e no setor
alimenticio. (Diniz, 2005).

A glicerina é uma matéria-prima de alto valor agregado que pode ser empregada
em uma ampla variedade de produtos como cosméticos, quimicos, produtos
alimenticios e farmacéuticos. Para a purificacdo da glicerina bruta, sdo necessarios
processos complexos e onerosos para que essa matéria-prima alcance as exigéncias em
grau de pureza necessaria para esses fins. O descarte é dificil pois ndo se pode
simplesmente depositar a glicerina residual em aterros, pois isso gera um problema

ambiental, devido a alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO) da substancia.

1.1.5. Perspectivas do potencial futuro do biodiesel e glicerina bruta

Segundo o Ministério de Minas e Energia, com o uso do biodiesel como
combustivel, o Brasil vai aumentar a utilizacdo de fontes de energias renovaveis na sua
matriz energética em aproximadamente 43,8%. Para referéncia comparativa, a média
atual de utilizacdo mundial de recursos energéticos renovaveis é de 13%.

Com o aumento da demanda de producdo de biodiesel no Brasil, aumenta-se a
oferta de subprodutos derivados da produgdo deste combustivel. A obrigatoriedade da
inclusdo do biodiesel ao diesel de petroleo motivara, concomitantemente, a geracao de
coprodutos que necessitam de destinos ecologicamente corretos e economicamente
viaveis (Lage, 2010)

Apesar de a glicerina purificada ser um composto industrial valioso, a purificagdo
pode ser antiecondbmica e insuficiente para consumir o crescimento projetado na
producdo mundial de biodiesel. (Lage et al., 2010). Alguns estudos indicam que o
mercado, a medio prazo, s6 conseguira absorver 50% de toda essa matéria-prima
produzida (Krause, 2004; McCoy, 2005).
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Segundo Robra (2004), os precos da glicerina originada da producdo de biodiesel
vém sofrendo forte pressédo de queda em funcdo da elevacdo da oferta, especialmente
nos mercados europeu e americano.

O excesso de producdo de glicerina do biodiesel extrapolara a capacidade de
utilizacdo das industrias quimicas e farmacéuticas nos préximos anos (Donkin, 2008).
Além disso, a tecnologia exigida para extracdo das impurezas, para a utilizagdo por
estas industrias tem custo elevado e é dominada por apenas algumas empresas
brasileiras (Diniz, 2005).

A glicerina bruta no momento apresenta disponibilidade em todo o pais a precos
acessiveis quando comparada ao valor do milho. Quando foi realizado o experimento, o
preco do milho se encontrava R$33,36 por saca de 60kg, segundo o CEPEA. A glicerina
bruta utilizada no experimento foi fornecida de forma gratuita pela empresa Biosep, na

cidade de Trés Pontas, Minas Gerais.

1.2. A Glicerina Bruta e o Glicerol

1.2.1. Composicao e valor nutritivo da glicerina bruta e glicerol

A glicerina bruta é definida como a glicerina separada do biodiesel, sem sofrer
qualquer tipo de purificacdo, apresenta-se na forma de liquido pardo e escuro. (Rivaldi
et al., 2007). E um composto organico, liquido & temperatura ambiente (25°C),
higroscépico, inodoro, viscoso e de sabor adocicado. Seu ponto de fusdo é de 17,8°C e
ebulicdo com decomposi¢do em 290°C (ANP, 2010).

Deve-se esclarecer a diferenca entre o glicerol e glicerina bruta. O termo glicerol
aplica-se, geralmente, ao composto puro, ou seja, ao 1,2,3-propanotriol, enquanto o
termo glicerina bruta aplica-se ao coproduto com impurezas e, portanto, com menos de
90% de glicerol. (Serrano, 2011) O glicerol ainda é o principal componente da glicerina
bruta, e 0 mais significativo nutricionalmente, quando se aplica a glicerina bruta na
alimentacédo de animais.

A glicerina pode ser vendida na sua forma bruta (glicerina natural), sem
qualquer purificagdo, ou purificada. S&o comercializados dois tipos de glicerina natural.
O primeiro apresenta 80% de glicerol, enquanto o segundo de 88 a 91% de glicerol.
Quanto a glicerina purificada, é classificada em glicerina técnica (99.5% de glicerol) ou

glicerina farmacéutica (86% ou 99.5% de glicerol). (Felizardo, 2003)
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A glicerina bruta pode ser classificada em varios graus, tanto pela quantidade de
glicerol como pelas impurezas presentes, como agua, lipidios, cinzas e metanol. Embora
o glicerol seja incolor, as formas menos puras podem ter sua cor variando do ambar para
um castanho muito escuro (Carvalho, 2011).

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto dependem do
tipo de acido graxo (gordura animal ou 6leo vegetal) e do tipo de catalise empregada na
producdo de biodiesel (Rivaldi et al., 2007). A composicdo de glicerina bruta analisada
pela Universidade de lowa pode ser encontrada na Tabela 1. Vale ressaltar, porém, que
0s componentes da glicerina bruta variam de acordo com a metodologia de fabricacédo

do biodiesel, substancias usadas na transesterificacdo e a fonte da glicerina bruta.

H
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Figura 2: Glicerol ou propano-1,2,3-triol em projecédo de Fischer.

Tabela 1: Composicdo da Glicerina Bruta
Caracteristicas da Glicerina Bruta

Glicerol Total (%) 86,95
Metanol (%) 0,028
pH 5,33
Umidade (%) 9,22
Proteina Bruta (%) 0,41
Gordura (%) 0,12
Cinzas (%) 3,19
Saédio (%) 1,26
Cloro (%) 1,86
Potassio(%) <0,005

Fonte: lowa State Uni. Anim. Ind Report 2007

Thompson & He (2006), ao analisarem a glicerina bruta produzida a partir de
transesterificacdo de sete fontes de Oleos vegetais, relataram que a presenga de

carboidratos, gordura, proteina, cinzas e outros elementos tracos é varidvel, e depende
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do tipo de 6leo usado no processo. Os mesmos autores determinaram que o teor de
gordura varia de 1 a 13% e de carboidratos 75 a 83%. Porém, no mercado encontra-se
glicerina bruta com percentual de glicerol variando de 35 a 90%.

A chamada glicerina loura € normalmente utilizada para designar a glicerina
oriunda do processo de producao de biodiesel onde a fase glicerinosa sofreu tratamento
acido para neutralizacdo do catalisador e remocdo de &cidos graxos eventualmente
formados no processo. Em geral, essa glicerina contém cerca de 80% de glicerol, além
de agua, alcool e sais dissolvidos (Mota et al., 2009) e apresenta coloracdo mais clara
que a glicerina bruta. Nas plantas de producdo de biodiesel no Brasil, o alcool mais

utilizado é o metanol, assim como o catalisador mais utilizado é o hidroxido de sédio.

1.2.2. Glicerina bruta e glicerol na alimentacéo animal

O potencial do glicerol purificado, principal componente da glicerina bruta, ja
vem sendo estudado na América do Norte e na Europa e muitas vezes validado como
alimento para bovinos de corte e leite, devido a seu valor energético e capacidade de
digestdo no organismo do ruminante. O que despertou o interesse da pesquisa em
nutricdo animal utilizando glicerina bruta foi a possibilidade de fornecer este excedente
comercial sem necessidade de purificacdo, viabilizando a substituicdo dos outros
alimentos dos animais de forma econdmica.

Segundo a Food and Drug Administration (FDA, 21 C.F.R. 582.1320, 2006) a
glicerina é de uso seguro e reconhecido na alimentagdo animal, porém, o teor de
metanol presente na glicerina ndo deve ultrapassar 150 mg/kg. Porém, segundo Lage et
al. (2010), o risco a saude associado ao consumo de metanol, decorrente da inclusdo de
glicerina bruta na dieta ndo é esperado em animais ruminantes, pois o metanol é
naturalmente produzido no rimen como resultado da fermentacao da pectina.

Nos ultimos anos, os nutricionistas de ruminantes tém demonstrado interesse em
pesquisar os produtos derivados da industria do biodiesel, especialmente da glicerina
bruta. De maneira geral, pode-se dizer que os resultados tem sido positivos. Todavia, ha
informagdes pouco consistentes e contraditorias, isto em parte pode ser explicado pela
falta de padronizagdo do produto comercial. No entanto, grandes esforgos vém sendo
feitos nas industrias de biodiesel com o intuito de padronizar a producdo de glicerina
bruta, procurando formas mais puras e com beneficios para os produtores num futuro

préximo. (Serrano, 2011)
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De acordo com Donkin (2008) a glicerina vinda do biodiesel podera ser
considerada o “novo milho” na alimentagdo de ruminantes, e nos seus estudos com
glicerol foi observado que o glicerol pode ser incluido até 15% na matéria seca da
dieta, sem interferir na ingestdo de alimentos nem na producéo animal.

Pesquisas tém sido desenvolvidas nos ultimos anos, porém as informacdes sobre o
uso da glicerina bruta na alimentacdo animal ainda sdo controversas com relacdo aos
aspectos fisioldgicos e metabolicos. Todavia, de maneira geral, pesquisas indicam que
a utilizacdo da glicerina bruta é viavel na producdo de ruminantes, principalmente na

substituicdo do milho nas ragdes. (Serrano, 2011)

1.2.3. Metabolismo da glicerina bruta em ruminantes

A inclusdo da glicerina bruta em dietas para ruminantes, desde os primeiros
estudos (Johns et al., 1953; Garton et al., 1961) até os mais recentes (Avila et al., 2011),
mostra que o glicerol é quase totalmente fermentado a propionato. Isso é altamente
interessante na nutricdo de bovinos de corte e foi comprovado por Bergner et al. (1995)
que usaram glicerol marcado com C14 e observaram que a maior parte do glicerol foi
convertido em &cido propidnico. Outros estudos observaram aumento na concentragao
dos acidos acético e propidnico (Wright, 1969), e dos acidos propiénico e butirico
(Czerkawski & 5 Breckenridge, 1972; Krehbiel, 2008). No entanto, como foi destacado
por Rémond et al. 1993, estes experimentos foram feitos respectivamente in vivo e in
vitro, com um ou dois animais de condigdes bem diferentes, e nos estudos in vitro, o
liguido ruminal utilizado foi de animais que ndo estavam adaptados a dieta com
glicerol. A aparente discordancia entre algumas observacdes também pode ser atribuida
a falta de padronizacdo dos produtos glicerol e glicerina bruta usados na alimentacéo
dos animais.

Estudos in vitro sugerem que bactérias da espécie Selenomonas ruminantium séo
as grandes responsaveis pela fermentagdo do glicerol no rumen, com consequente
producdo de propionato, succinato, lactato e acetato (Hobson & Mann, 1961). Isto
também esté evidenciado de acordo com Silva & Ledo (1979), que dizem que o glicerol
pode ser metabolizado no rimen por microorganismos, fornecendo como principal
produto da fermentagé&o o &cido propidnico.

Dentro do ramen, o glicerol pode seguir duas rotas metabdlicas: absorcdo direta
pelo epitélio da parede ruminal (Rémond et al., 1993) ou transformacdo em &cidos
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graxos volateis (AGV) pelas bactérias ruminais (Czerkawski e Breckenridge, 1972),
principalmente em acido propiénico.

No figado, o destino do glicerol absorvido é a oxidacdo pela via glicolitica, com
necessidade da enzima glicerol quinase (Lin, 1977). Entretanto, quando ha alta demanda
de glicose, como no caso de vacas em lactacdo, o destino do glicerol passa a ser a
gliconeogénese, juntamente com o propionato (Donkin, 2008).

O glicerol é o precursor do gliceraldeido-3-fosfato, um intermediario na
lipogénese no tecido adiposo e da gliconeogénese no figado, fornecendo também
energia pela via glicolitica e no ciclo do &cido citrico (Brisson et al., 2001).

O propionato € um precursor de acidos graxos com nimero impar de carbonos e é
precursor da glicose metabolica em ruminantes, de modo que com o uso da glicerina,
podera ser reduzida a inclusdo de altas quantidades de concentrado na dieta, que
poderiam prejudicar o desempenho do animal, gerando reducdo no pH ruminal e
favorecendo disturbios como a acidose e laminite, sem diminuir o aporte de substancias
gliconeogénicas. (Palmquist & Beaulieu, 1993)

Segundo Trabue et al. (2007), o fornecimento de glicerina bruta também tende a
reduzir a quantidade disponivel de carbono e de hidrogénio ruminal para producdo de
gas metano, pela reducdo da producdo de acetato, com consequente melhoria na
eficiéncia de utilizacdo da energia pelo animal. Outro fator interessante citado por
Serrano, 2011, € que o glicerol presente na glicerina bruta pode aumentar a capacidade
de retencdo de agua das racGes em ambientes de baixa umidade e melhorar a
palatabilidade do concentrado por causa de seu aroma suave e sabor adocicado (Elam et
al., 2008).

Segundo Donkin (2008), o glicerol é fermentado no ramen a acidos graxos de
cadeia curta, de modo que 50 a 70% do glicerol desaparecem do rumen em 4 horas,
levando a um aumento na producédo de propionato.

As taxas méaximas de desaparecimento de glicerol no rumen, determinada
utilizando fermentadoras in vitro € de 52-0,62 gramas por hora (Rémond et al., 1993)..
Estimativas do desaparecimento de uma dose de 2009 de glicerol indicam que mais de
85% de glicerol no rimen desaparece dentro de 2 horas em bovinos aclimatados a
alimentacéo de glicerol (Kijora et al., 1998). Outros dados, utilizando uma dose de 2409
de glicerol indicam taxas de desaparecimento do rimen variando entre 1,2 e 2,49 por
hora (Rémond et al., 1993).
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1.2.4. Valor nutritivo do glicerol

Um dos grandes interesses na utilizacdo da glicerina bruta na alimentagdo animal
é devido ao seu valor energético. Recentemente, um grupo de pesquisadores de lowa e
Mississippi, nos Estados Unidos, estudaram de forma detalhada o valor energético da
glicerina bruta para aves e suinos, cujos resultados sdo apresentados a seguir.

Através do método de coleta total de excretas, Dozier et al. (2008) determinaram
os valores de energia metabolizavel aparente corrigida para o nitrogénio (EMAN) da
glicerina bruta (86,95% de glicerol, 280ppm de metanol, 1,26% de sodio e energia bruta
de 3.625 kcal/kg) para frangos de corte de diferentes idades. Utilizando dietas néo
corrigidas para o teor de sodio, em aves de 4 a 11, 17 a 25 e 37 a 45 dias de idade,
foram observados, respectivamente, os valores de EMAnN de 3.621, 3.331 e 3.349
kcal/kg. Os autores reportaram, pela avaliacdo conjunta de todas as fases de criacdo, o
valor de EMAnN de 3.434 kcal/kg, o que corresponde a 95% da energia bruta. Isto indica
que a glicerina bruta é utilizada eficientemente por frangos de corte.

Pelo método do indicador indigestivel (1% de celite como cinza insolavel),
Lammers et al. (2008a) determinaram os valores de energia metabolizavel corrigida
para o nitrogénio (EMAn) da glicerina bruta (86,95% de glicerol, 280 ppm de metanol,
1,26% de sodio) para galinhas poedeiras. Analisando os dados por regressdo polinomial,
foi encontrado o valor de EMAnN de 3.805 kcal/kg na glicerina bruta para galinhas
poedeiras, sendo este semelhante ao valor de energia bruta da glicerina utilizada no
estudo (3.625 kcal/kg), novamente demonstrando o alto grau de aproveitamento
energético por galinhas poedeiras. Os valores de energia metabolizivel determinados
para a glicerina bruta sdo muito préximos quando comparados aos valores de energia
metabolizavel aparente do milho para suinos (3.340 kcal/kg) e aves (3.381 kcal/kg)
(Rostagno et al., 2005).

E importante ressaltar que ao formular dietas, o valor de energia metabolizavel
da glicerina bruta serd proporcional ao seu nivel de glicerol, ou seja, deve ser
considerado o teor de glicerol e a energia bruta do glicerol como sendo de 4.320
kcal/kg, conforme sugerido por Lammers et al. (2008b).

No caso do valor energético de glicerol na alimentacdo de bovinos, devido ao
glicerol nédo ter sido utilizado como um macroingrediente, as estimativas de energia
liquida de lactagdo (NEL) ainda ndo estdo disponiveis para 0s cenarios de alimentagdo

tipicos.
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Schroder e Stidekum (1999) relataram estimativas de 0,9-1,03 Mcal/lb (energia
liguida de lactacdo) com valores decrescentes de energia para as dietas com alta
quantidade de amido, e, recentemente, DeFrain et al. (2004) em estimativas pré e pos
experimentais de Energia liquida de lactacéo, obtiveram valores corrigidos para glicerol
e amido de 1,9 e 2,13 Mcal/kg, respectivamente. Ha uma incerteza no valor da energia
de glicerol devido as quantidades alimentados anteriormente desconhecidos e interacoes
com componentes da racdo outros. Na maioria dos trabalhos na literatura é considerado
que a glicerina bruta tem o valor energético semelhante ao do milho na dieta dos

animais.

1.3. Indicadores em nutri¢do animal

1.3.1. Conceito de indicador e tipos de indicadores

Indicadores sdo substancias indigestiveis, normalmente de facil determinacéo,
que podem ser administradas com o alimento ou diretamente em algum segmento do
aparelho digestério, sendo posteriormente identificados e quantificados nas fezes ou ao
final do segmento em estudo (Warner, 1981). Logo, indicador é o termo utilizado para
denominar materiais usados na estimativa qualitativa ou quantitativa de fendmenos
fisiolégicos ou nutricionais relacionados a digestdo. Um indicador, portanto, € um
composto usado como monitor quimico (hidrolise e sintese) e fisico (fluxo) de aspectos
de digestdo e/ou metabdlitos (Owens & Hanson, 1992).

Indicadores possuem grande aplicacdo nos estudos das taxas de passagem de
liquidos e solidos, consumo voluntario, producdo fecal e digestibilidade de alimentos
em animais em pastejo ou confinados (Curran et al., 1976; Olubajo & Oyunuga, 1970,
Aroeira, 1997, Moore & Sollenberger, 1997; Saliba, 1998). De acordo com Grace &
Body (1981); Mayes et al. (1986); Owens & Hanson (1992); Huhtanen et al. (1995) e
Saliba (1998), um indicador ideal deve possuir algumas propriedades fundamentais,
sendo as principais ndo ser toxico, ndo ter funcdo fisiologica, ndo ser metabolizado, ser
completamente recuperavel a partir do aparelho digestorio e ndo ter influéncia sobre
motilidade e secregdes intestinais. Os indicadores podem ser classificados como
internos, representados por substancias indigestiveis presentes naturalmente em algum
componente da dieta, ou externos, quando adicionados a dieta ou fornecidos via oral ou

ruminal aos animais. Podem ser divididos em indicadores de fase liquida, ao se
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movimentarem na mesma velocidade que a fase liquida, e indicadores de fase solida,
quando transitam com as particulas sélidas do conteddo digestivo.

O uso de indicadores externos ou internos em avaliagdes de digestibilidade de
nutrientes dos alimentos ndo é recente. Esta técnica foi inicialmente utilizada com a
finalidade de facilitar a determinacéo da producédo fecal. A forma de administracdo dos
marcadores externos pode ser: A) continua: quando é fornecido para o animal por um
periodo suficiente para que garanta seu fluxo homogéneo pelo trato digestério; B) na
forma de céapsulas de liberacdo lenta; ou C) em dose unica com coletas sucessivas
posteriormente a administracdo, normalmente aplicada nos estudos de transito da
digesta (Berchielli et al. 2006). O uso de indicadores internos ou externos em avaliagdes
de digestibilidade de nutrientes dos alimentos € usado a muitos anos , inicialmente com
a intencdo de facilitar a determinacdo da producdo fecal, realizada anteriormente de
forma manual em um procedimento bastante trabalhoso e exaustivo. Além destas
desvantagens, a constante interferéncia no ambiente dos animais pode causar quedas
significativas no consumo.

A dose Unica ou dose pulso consiste na aplicacdo de Unica dose e subsequente
amostragem de digesta a tempos definidos, com vistas a caracterizar o pulso ou a curva
de excregédo do indicador, sendo largamente utilizada na estimacdo de parametros da
cinética de transito do trato gastrointestinal de ruminantes (Pond et al., 1988; Moore et
al., 1992; Susmel et al., 1996). A administracdo de dose Unica de um indicador permite
estimar a producdo fecal, o consumo de matéria seca, a taxa de passagem da digesta, o
tempo médio de retencdo e o enchimento do trato gastrintestinal (Pond et al., 1989;
Quiroz et al., 1988).

Os indicadores selecionados para o experimento foram: a fibra mordantada com
cromo (ou Cr-mordente) como indicador externo de fase sélida, o Co-EDTA como
indicador externo de fase liquida e o LIPE® LIQUIDO, indicador experimental externo,

objetivando-se observar sua dindmica de comportamento.
1.3.2. Fibra mordentada com cromo ou Cromo mordante

Os complexos de cromo denominados mordantes sdo marcadores da fase sélida,
insoldveis, que se ligam covalentemente a fragdo fibrosa do alimento na forma ionica de
dicromato (Cr,07?). O 6xido cromico (Cr,0s3) pode ser empregado de forma ligada a
parede celular, complexo denominado Cromo-mordante (Uden et al., 1980). Esta
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técnica de utilizacdo, conhecida como dose pulso, é amplamente empregada em estudos
de cinética de transito e consiste na aplicagdo de uma Unica dose e subsequente
amostragem fecal em tempos definidos,.

Isso possibilita caracterizar a curva de excrecao do indicador nas fezes (Burns et
al., 1994) e, posteriormente, o ajuste por meio de modelos matematicos nao lineares.
Ruiz et al. (2001), em estudo com avaliagdo do cromo mordente, relata que o indicador
estimou, com 96% de confiabilidade, os resultados referentes a ingestdo de matéria
seca.

A técnica de Williams et al. (1962), para determinacdo de cromo nas fezes,
envolve diversas etapas de extraces quimicas, implicando gasto de tempo e reagentes e
aumento no erro analitico, conforme relatado por Oliveira Jr. et al. (2004). Savastano
(1993), descreve uma marcha analitica para digestdo nitroperclorica de cromo, no
entanto o fato de o cromo ser oriundo do 6xido cromico ou do dicromato oferece certos
problemas analiticos. Por colorimetria, a propria técnica admite a necessidade de manter
a mesma concentracdo molar de acido sulfurico para ndo alterar a absorbancia da
amostra, aumentando o grau de dificuldade e reduzindo a repetibilidade dos resultados.

Segundo Savastano (1993), a técnica de absorcdo atdmica, aparentemente mais
confidvel, pode dar resultados diferentes conforme o preparo da amostra e a chama
utilizada (redutora ou oxidante).

1.3.3. Co-EDTA

Em comparagdo aos indicadores de fase solida, os indicadores de fase liquida
apresentam menos problemas quanto a sua determinacdo. Os quelatos de cromo (Cr-
EDTA) e cobalto (Co-EDTA) sdo indicadores de fase liquida que tém sido utilizados
em substituicdo ao Polietilenoglicol (PEG). Tanto o Cr- EDTA (Ellis et al., 1980) como
0 Co-EDTA (Udén et al., 1980) séo totalmente solubilizados e tém sido utilizados para
a estimativa de volume ruminal e a taxa de passagem. Ao contrario do PEG, as analises
desses indicadores sdo mais simples e precisas (Merchen, 1988).

O Cobalto-EDTA € um indicador de fase liquida cuja forma de utilizacdo, desde
que foi proposta por Uden et al. (1980), ndo sofreu modificaces significativas na sua
aplicacdo pelos pesquisadores, exceto no experimento de Daniel et al. (2007), no qual a
solugéo de Co-EDTA foi preparada adaptando-se a metodologia proposta por Binnerts
et al. (1968) para Cr-EDTA.
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1.3.4. LIPE® LIQUIDO

Em 2002, pesquisadores da EV-UFMG comecaram a trabalhar a molécula da
lignina, no sentido de otimizar a sua determinacdo nas fezes. SALIBA et al. (2003)
isolaram a lignina e a enriqueceram com grupamentos fendlicos ndo comumente
encontrados na lignina da dieta animal, dando origem a um hidroxifenilpropano
modificado e enriquecido denominado LIPE®, indicador externo de digestibilidade
desenvolvido especificamente para pesquisas.

No tocante a praticidade, o LIPE® merece destaque, denominagdo dada ao
hidroxifenilpropano modificado e desenvolvido na Universidade Federal de Minas
Gerais. Trata-se de uma técnica alternativa, que exige menor tempo de adaptacdo dos
animais, é de baixo custo e pode ser recuperado nas fezes quase que em sua totalidade.
Para SILVA et al. (2006) o LIPE® mostrou ser o indicador de maior sensibilidade as
mudangas no consumo e, consequentemente, na produgéo fecal em novilhas.

SALIBA et al. (2004) utilizando a Ressonancia Nuclear Magnética e produtos de
oxidacdo com o nitrobenzeno, demonstrou que o LIPE® apresenta propriedades fisico-
quimicas bastante estaveis e grande consisténcia quimico-estrutural, passando inalterado
no trajeto pelo trato gastrointestinal dos animais, sendo totalmente recuperado nas fezes.

O LIPE® foi inicialmente utilizado em estudo de consumo e digestibilidade em
coelhos, suinos, ovinos, e equinos com diferentes dietas (Saliba et al., 2003b, Saliba et
al., 2003c).

As estimativas de producdo fecal e digestibilidade revelaram a eficiéncia do
LIPE® como indicador externo, ndo apresentando diferencas estatisticas com relagédo a
coleta total. Além disso, apresentou as vantagens de um curto periodo de adaptacao e
ser de baixo custo.

A taxa de recuperacgéo fecal do LIPE® foi de 97,9% e 99,23% para os coelhos,
95,9% nos ovinos, 102,6% e 94,6% nos suinos, € 96% nos equinos. Estes estudos
mostram que o LIPE® é um indicador externo confiavel para estudos de digestibilidade
nestas espeécies.

Com frangos de corte (Saliba et al., 2005), o LIPE® também mostrou ser um
bom indicador de digestibilidade de nutrientes e da energia de vérios alimentos

comparado com o método padrdo de coleta total.
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Assis (2005) avaliando respostas fisiologicas de vacas de leite sob pastejo
suplementadas ou ndo com volumoso, utilizou o LIPE® como indicador externo para
estimativa da producéo fecal total. Os consumos de matéria seca médios obtidos para as
vacas primiparas (13,9 kg/MS/dia) e multiparas (15,9 kg/MS/dia) neste experimento
foram aproximados aos recomendados pelo NRC (2001). Pode-se concluir com este
experimento que o LIPE® foi capaz de estimar adequadamente a excrecdo fecal e o
consumo de bovinos criados a pasto.

Métodos diretos e indiretos tém sido desenvolvidos para quantificar o contetudo
de material do ramen-reticulo, as taxas de passagem de suas fases sélida e liquida e a
taxa de degradacdo. As medicOes diretas do contetido ruminal e da taxa de passagem
podem ser realizadas fazendo-se a evacuacdo ruminal e a determinacéo do fluxo diério
de material. Com o intuito de estudarmos uma substancia derivada do LIPE® que
poderia ser soluvel em liquidos, foi desenvolvido o LIPE® LIQUIDO (Saliba e
Norberto, 2009)

1.3.5. Método de referéncia: Esvaziamento ruminal

A remocédo completa e mistura do contetido do rimen -reticulo aparenta ser uma
técnica valida em estudos de digestdo. Towne et al (1986) ndo encontraram diferencas
na atividade microbiana do rimen entre animais evacuados e ndo-evacuados.

Os pesos totais do contetdo do ramen podem ser estimados manualmente
esvaziando o ramen de cada animal em momentos diferentes. Deve haver um minimo
de 24 horas entre esvaziamentos consecutivos (Towne et al, 1986; Robinson et al, 1987;

Tamminga et al, 1989).

Processo para estimar o volume do rimen através da evacuacio:

- Retirar a tampa da canula do rimen e esvaziar todo o conteido do rimen a mdo num
barril (tamanho dependendo pesos totais de conteddo de rimen). Se possivel, mantenha
0 barril em um recipiente com agua morna.

- Pesar todo o material, misturar bem e retirar uma amostra.

- Retornar o material restante para o rimen, logo que possivel.

- Todo o processo ndo deve exceder 10 minutos por animal e as rimen deve estar

"vazio" por somente 2-3 minutos.
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1.4. O metabolismo do animal ruminante
1.4.1. Ambiente Ruminal

O sistema de digestdo dos alimentos pelos ruminantes é um complexo processo
que envolve interacGes entre o organismo do animal, a dieta e a populacdo microbiana.
A fisiologia do rumen exige teores de material fibroso, que regula o pH e influencia a
dindmica de crescimento da populacéo bacteriana dentro do rimen. Os pardmetros tidos
como indicadores da qualidade do ambiente ruminal e que foram avaliados no
experimento foram os valores observados de pH, Nitrogénio amoniacal Acidos Graxos
Voléteis no liquido ruminal.

O pH ruminal estd diretamente relacionado com os produtos finais da
fermentacdo (Church, 1979). A acidificacdo do ambiente ruminal, demonstrada pelo
abaixamento do pH ocorre, principalmente, ap6s a ingestdo de alimentos e consequente
rapida taxa de fermentacdo. A reducdo do pH ruminal ocorre principalmente devido as
elevadas taxas de degradacéo, atingindo seu menor valor entre 30 minutos e 4 horas
apos a alimentacdo. O pH ruminal é um importante parametro a ser avaliado, pois
reflete diretamente as caracteristicas da dieta. Qualquer alteracdo reflete na taxa de
crescimento das bactérias e dos protozoarios, podendo ocorrer consequentes variagoes
nos microrganismos predominantes no rimen.

A faixa de pH para que haja atividade microbiana normal no ramen é de 6,7 +
0,5. A estabilidade do pH ¢ atribuida, em parte, a saliva, que possui poder tamponante, e
a capacidade da mucosa ruminal em absorver os acidos produzidos na fermentacdo
ruminal (Van Soest, 1994). Segundo Church, 1988 o pH deve ser mantido entre 5,5 e
7,0, de modo que as variacdes ocorridas sdo dependentes do tipo e da freqliéncia de
alimentacéo.

O funcionamento do rimen com adequada ruminacdo, produzindo quantidade
suficiente de substancias tamponantes por meio da salivagcdo mantém o pH 6timo para
acdo dos microrganismos celuloliticos, os quais promovem aumento na relacdo
acetato:propionato no liquido ruminal (Santini et al., 1992).

O pH ruminal recebe atengdo considerdvel também por ser um mecanismo que
pode explicar as reducBes na ingestdo e digestibilidade de volumosos, sendo um
resultado da suplementacdo energetica (Caton & Dhuyvetter, 1997), alem de estar
diretamente relacionado a taxa de crescimento dos microrganismos ruminais (Russell et
al., 1979).
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O segundo parametro avaliado, o Nitrogénio Amoniacal, recebe especial atencao
por, em conjunto com outros parametros, fornecer informacgdes sobre a qualidade da
fermentagdo ruminal. A amodnia é o principal componente do metabolismo dos
compostos nitrogenados em ruminantes (Huntington & Archibeque, 1999). O indicador
da eficiéncia de utilizacdo do N pelo bovino é a concentracdo de aménia ruminal. Cerca
de 60 a 80% do N incorporado pelos microrganismos advém dela (Satter e Roffler,
1975). A presenca dos compostos nitrogenados amoniacais (N-NH3) no liquido ruminal
¢ fator fundamental para os microrganismos do rumen, especialmente os celuloliticos,
que utilizam unicamente a amonia para efetuar a sintese de proteina microbiana (Russell
etal., 1992).

Os microrganismos do rumen degradam as fontes protéicas produzindo o N-
NHs. A amonia ruminal é proveniente do nitrogénio ndo-protéico da dieta, da
degradacédo da proteina verdadeira dietética e da reciclagem via saliva ou difusdo pela
parede ruminal; enquanto sua remocéao pode ser realizada via incorporacdo em proteina
microbiana, pela passagem ao trato posterior ou absor¢do ruminal (Van Soest, 1994).

A determinacdo das concentracdes de aménia permite 0 conhecimento do
desbalanceamento protéico energético, pois, quando ocorrem altas concentracdes de
amonia, pode estar havendo excesso de proteina dietética degradada no rumen e, ou,
baixa concentracdo de carboidratos degradados no rimen (Ribeiro et al., 2001). No
entanto, concentracBes mais altas de aménia podem ser necessarias para sustentar
maximas taxas de digestdo de alimentos rapidamente degradaveis.

A producgdo de am6nia no rimen muitas vezes excede sua utilizacdo, ocorrendo
acumulo e posterior remogdo do ambiente ruminal, principalmente por difusdo pela
parede ruminal (Russell et al., 1991; Nolan, 1993). A amonia é transportada para o
figado, onde é convertida em uréia. Assim, a uréia liberada no sangue é excretada na
urina ou é reciclada para o ramen, retornando via saliva ou por difuséo pelo epitélio
ruminal (Coelho da Silva & Ledo, 1979; Huntington & Archibeque, 1999). A
reciclagem de uréia é mecanismo vital que conserva compostos nitrogenados dietético e
corporal, mantendo o suprimento de aminoacidos para os tecidos (Lapierre & Lobley,
2001).

A concentracdo ruminal de N-NHj; (nitrogénio amoniacal) € conseqliéncia,
portanto, do equilibrio entre a sua producéo e utilizacdo pelos microrganismos, e esta

ultima depende da quantidade de energia disponivel (Borges, 1999). A proporgédo
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relativa dos diferentes acidos graxos volateis produzidos varia amplamente, dependendo
dos componentes quimicos degradados e do pH ruminal.

Segundo France et al. (1991), os maiores indicadores da utilizagdo dos alimentos
pelos ruminantes sdo a proporcdo molar e a producéo total de AGVs. Por esta razao, as
determinagfes quantitativas dos processos de fermentacdo ruminal requerem medidas
das taxas de producdo de acidos graxos volateis. A proporcdo relativa dos diferentes
AGVs produzidos varia amplamente, dependendo dos componentes quimicos
degradados e do pH ruminal (Mota, 2006).

A fermentacdo microbiana e a producdo de Aacidos graxos volateis (AGV)
no rdmen sdo eventos nutricionalmente importantes em ruminantes, uma vez que
aproximadamente 70% da exigéncia energética destes animais pode ser atendida por
acetato, propionato e butirato (Bergman, 1990). A avaliacdo de um alimento para
ruminantes inclui investigacbes sobre o padrdo de fermentacdo ruminal, que esta
associado ao potencial do alimento em promover o bom desempenho dos animais

Uma maior proporcdo de acetato é produzida na degradacdo da celulose e
hemiceluloses, enquanto que com a degradacdo dos carboidratos solGveis da planta
(amido e acUcares), o padrdo de producdo de AGVs é elevado tanto em propionato,
quanto em acetato, e baixo em butirato. Em contrapartida, a degradacdo de amido de
cereais produz alta concentracdo de propionato. A proporcdo molar tipica dos AGVs
produzidos quando o animal alimenta-se basicamente de forragens, representa relacdo
de 73:20:7 (acetato:propionato:butirato), comparado com 60:30:10 em misturas de
concentrado e forragens, e somente com concentrado a relacdo é de 50:40:10 (Black,
1990). Sabe-se que a propor¢cdo de AGVs varia também com o tipo de forragem
oferecida e seu estadio de maturacdo. (Mota, 2010)

Os microorganismos do rumen, atraves de suas vias metabolicas de extragédo de
energia, produzem os AGVs. A fermentacdo anaerObia que ocorre durante o
metabolismo dos carboidratos no rimen, efetuado pela populagcdo microbiana, converte
os carboidratos em &cidos graxos de cadeia curta, formando principalmente os acidos
acetico, propiobnico e butirico. Nesse processo fermentativo sdo produzidos didxido de
carbono e metano, em maior ou menor quantidade, dependendo da concentragdo e
proporcdes relativas dos acidos produzidos (Mota, 2010)

Os acidos acético e propiénico, mais abundantes, respondem coletivamente por
aproximadamente 90% dos AGVs ruminais. A absorcdo de AGVs pelo epitélio ruminal

é essencial para evitar o acimulo desses acidos, o que pode levar a acidose ruminal.
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Dietas com mais carboidratos ndo estruturais irdo promover maior fermentacdo ruminal
e producdo de AGVs. (Costa, 2010)

Quase que a totalidade dos AGVs produzidos pelo processo fermentativo
ruminal é absorvida passivamente através do epitélio rumen-reticulo, omaso e abomaso,
sendo o rumen reticulo responsavel por 88% dos AGVs absorvidos. A fracdo que passa
do rimen aumenta com o aumento da taxa de passagem do liquido. Também se observa
uma relacdo positiva na taxa de absor¢do dos AGVs do rimen, com aumento da
superficie das papilas, que por sua vez sdo afetadas pela dieta. A queda de pH pode
alterar a producdo de acidos graxos volateis levando a queda no consumo, causando
menor sintese de leite e mudanca na sua composic¢do (Bergman, 1990).

Metade do &cido propidnico absorvido é convertido em glicose, suprindo tecidos
importantes como o cérebro e servindo como fonte precursora de carboidratos como a
lactose (acUcar do leite), e o acido butirico € amplamente convertido a corpos ceténicos
no epitélio ruminal (Oliveira et al., 2005).

O manejo alimentar, a freqtiéncia diaria de alimentacdo concentrada pode afetar
a variacdo na concentracdo dos AGVs. O padrdo de fermentacdo ruminal pode ser
modificado em funcdo da dieta fornecida aos animais, o0 que leva a uma variacdo na
proporcdo média de AGVs (Lana, 2005).

H& também uma relagdo entre o pH, a absor¢do ruminal de &cidos graxos
volateis e o volume ruminal, Em ambientes com valor de pH alto a maioria dos AGV
estd na forma ibnica, de acordo com a equacdo de Henderson-Hasselbalch. Sabe-se
que a absor¢do por difusdo ocorre na forma protonada ou nao dissociada (Kramer et
al.,, 1996); entdo, em pH alto ocorre menor absorcdo de AGV, mantendo a
osmolaridade mais alta, ja que os AGV sdo o0s principais determinantes da
osmolaridade (Dobson et al., 1976), e por isto ocorre maior influxo de 4gua para dentro

do rimen, aumentando o volume ruminal.

1.4.2. Cinética Ruminal e Taxa de Passagem

A cinética de transito ou passagem refere-se ao fluxo do alimento ao longo do
trato digestorio e é influenciada pelos niveis de consumo, forma fisica da dieta,
diferencas na ruminagdo existente entre animais, tipo de marcador utilizado na
determinacdo da curva de excrecdo fecal (Mertens e Ely, 1982), proporcdo volumoso:

concentrado e fatores climaticos.
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Os alimentos passam pelo trato digestivo de modo diferente. Componentes
soluveis dissolvem e transitam com taxa semelhante ao liquido ruminal. Concentrados
passam mais rapidamente do que particulas longas fibrosas. A taxa de passagem
(K)através do trato gastrintestinal é o fluxo de material dentro ou através de todo o trato
digestivo por unidade de tempo, ou seja, por hora (h-1). A taxa de passagem do
alimento afeta de forma direta a utilizacdo dos nutrientes pelo animal (Uden, et al.,
1982). A digestdo é um processo multiplo. A divisdo do trato gastrintestinal do
ruminante pode ser feita em trés compartimentos que possuem propriedades Unicas
digestivas e de passagem, que sdo: reticulo-rimen, intestino delgado e intestino grosso.
Esses compartimentos diferem em seus mecanismos de digestdo e nos processos de
mistura e de passagem. O contetudo ruminal possui ainda trés diferentes fases (liquida,
particulas que fluem e as que permanecem no ramen), que possuem diferentes
caracteristicas de fluxo (Mertens, 1993).

A taxa de remocdo da digesta ruminal afeta a extensdo da degradacdo protéica
(Orskov e Mcdonald, 1979), a digestdo da parede celular e, conseqiientemente, a
digestibilidade in vivo da dieta (Allen e Mertens, 1988), e a eficiéncia de sintese de
proteina microbiana (Sniffen e Robinson, 1987), por isso, a importancia de se estudar a
cinética de passagem das particulas. Logo, digestdo e passagem atuam de forma
simultdnea e competitiva para a remocgdo da digesta presente no rimen, devendo-se,
entdo, estudar os efeitos combinados de digestdo e taxa de passagem para maximizar o
consumo de nutrientes digestiveis.

O interesse dos pesquisadores que estudam a absorcédo e utilizagdo de nutrientes
no rimen tem recaido sobre o volume ruminal. Para isso, indicadores da fase liquida sdo
usados tanto em estudos de digestibilidade, como também, do balanco hidrico de
avaliacdo do volume ruminal e da taxa de passagem da fase liquida. No estudo da taxa
de passagem da fase sdlida e liquida da dieta no trato gastrintestinal de bovinos,
utilizam-se modelos que ajustam os valores observados. Tais modelos como o de
Grovum e Williams (1973) e o de Dhanoa et al.,(1985), sdo mais usados em sistemas
intensivos de criagdo de animais, que emprega diferente tipo de manejo alimentar
guando comparado com animais em pastejo, em que devem ser avaliados neste sistema
utilizando forrageiras tropicais.

Sabe-se que a taxa de passagem do alimento no rimen € uma variavel
importante na regulagdo do consumo. O maior ou menor tempo de retencdo no reticulo-

ramen influencia nos processos de digestdo e de assimilacdo dos nutrientes. Segundo
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Seone (1995), as forragens que ocuparam menor volume e que retiveram menos agua
foram consumidas em maior quantidade, devido, possivelmente, ao aumento da taxa de
passagem. Além disso, o tamanho e a forma da particula ingerida afetaram o consumo, a
taxa de degradacéo e o tempo de retencdo da digesta no ramen (Luginbuhl et al., 1991).

Van Soest (1994) infere que o fluxo que sai do rimen inclui bactérias, alguns
residuos potencialmente degradaveis do alimento e material lignificado indisponivel e
que a taxa de passagem real é aquela relacionada a fragdo indigestivel, onde liquidos e
solidos podem ter passagens individuais.

Portanto a cinética de transito ou passagem refere-se a medicdo do fluxo de
residuos ndo digeridos do alimento ao longo do trato digestorio e é influenciada pelos
nivel de consumo, forma fisica da dieta, diferencas na ruminacdo existente entre
animais, tipo de marcador utilizado na determinacdo da curva de excrecdo fecal
(Mertens & Ely, 1982), proporcdo volumoso: concentrado e fatores climaticos
(Faichney, 1993). A taxa de remocao da digesta ruminal afeta a extensdo da degradacgéo
protéica (Orskov & Mcdonald, 1979), a digestdo da parede celular e, consequentemente,
a digestibilidade in vivo da dieta (Allen & Mertens, 1988; Van Soest, 1994) e a
eficiéncia de sintese de proteina microbiana (Snniffen & Robinson, 1987), por isso, a
importancia de se estudar a cinética de passagem das particulas. Deste modo, digestdo e
passagem atuam de forma simultanea e competitiva para a remocéao da digesta presente
no rumen, devendo-se, entdo, estudar os efeitos combinados de digestdo e taxa de
passagem para maximizar o consumo de nutrientes digestiveis (Aitchinson et al., 1986,
citado por Oliveira et al,. 1999).

Quando os animais sdo alimentados com forragens de baixo valor nutritivo,
verifica-se uma menor taxa de passagem das particulas do rumen o que acarreta a
reducdo no consumo de matéria seca (Van Soest, 1994). Inversamente proporcional &
taxa de passagem, o tempo médio de retencéo das particulas e fluidos da digesta no trato
gastrintestinal é geralmente relacionado a capacidade do trato digestorio, com relagédo ao
consumo e a digestibilidade da dieta ingerida (Lechner-Doll et al., 1991). Assim, 0
sistema de digestdo dos alimentos pelos ruminantes € um complexo processo que
envolve interagdes entre dieta, populagcdo microbiana e animal.

A forma mais comum de determinar a taxa de passagem ruminal é através da
infusdo de marcadores seguida de coletas frequentes por um determinado numero de

dias, dessa forma o aparecimento do marcador ocorre até um méaximo atingido e em

32



seguida acontece um declinio assintético. O marcador precisa ser recuperavel, caso
contrario havera super estimativa da taxa de passagem (Van Soest, 1994).

Através do meétodo de infusdo em dose pulso, os indicadores utilizados para a
cinética de passagem de particulas sélidas sdo os indicadores mordentes, insolUveis, que
se ligam covalentemente a fracdo fibrosa do alimento, como o cromo (Cr) na forma
ibnica de dicromato e os elementos quimicos, como os lantanideos ou terras raras, como
0 eurdpio (Eu), cério (Ce), praseodimio (Pr) e o itérbio (Yb), também na forma idnica
(Owens & Hanson, 1992). O Cromo forma ligacéo covalente via grupo hidroxila. Este
elemento, quando ligado a parede celular, é inibitorio, ou seja, reduz a digestibilidade e
forma ligacOes resistentes a acdo enzimatica. As solucdes de terras raras, assim como as
de Cr complexado, reagem com substancias que possuem grupos carboxilicos livres,
oxalatos, fosfatos, parede celular microbiana e saliva. Portanto, ndo devem ser
administradas diretamente no rumen, e sim previamente complexadas as particulas do
alimento (Van Soest, 1994).

Podem ocorrer variagdes nas estimativas dos parametros de cinética, como a
taxa de passagem, devido & quantificacio das particulas complexadas. As diferentes
propriedades fisicas e interacdes resultantes entre as particulas e o alimento; e ao grau
de complexacdo dos elementos complexados, que podem migrar das particulas
complexadas (Beauchemin & Buchanan-Smith, 1989). Se um indicador migra de uma
particula para um nutriente soltvel no 6rgao que esta sendo avaliado, a estimativa torna-
se menos exata. Porém, se a migracdo ocorre apds o orgao de interesse, pode nao haver
comprometimento.

A cinética de transito ou passagem pode ser estimada por métodos diretos e
indiretos. O método indireto € realizado por indicadores e modelos matematicos nao
lineares. Para compreender a taxa de passagem & necessario compreender o significado
dos termos tempo de trénsito ou o tempo minimo de retencdo e tempo médio de

retencdo. Abaixo suas respectivas definicoes:

- Tempo de transito (TT) ou tempo minimo de retencdo é o tempo entre o fornecimento

do marcador e o primeiro aparecimento do mesmo nas fezes.

- Tempo médio de retencdo (TMR) é o tempo medio integrado entre a ingestdo do
marcador e a sua excre¢do. O TT e 0 TMR podem ser iguais, caso a homogeneizacao

do marcador ndo ocorra.
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O tempo de transito ocorre porque ha um fluxo de sentido Unico no trato
digestivo, e a ele pode ser atribuido o efeito de retengdo do marcador no interior dos
compartimentos do trato digestivo (Welyenberg et al., 2006).

1.4.3. Volume e enchimento ruminal

Segundo Mertens (1997), o enchimento ruminal é um fator limitante de
consumo, pois, quanto maior for a ingestdo de FDN, menor sera a taxa de passagem do
alimento. O consumo de alimento esta correlacionado negativamente com a FDN,
ou seja, quanto menos degradavel, mais tempo permanecerd a forragem no riamen, e
conseqlientemente, mais o enchimento limitara a ingestdo de volumosos.

As medicdes diretas do contetdo ruminal e da taxa de passagem podem ser
realizadas fazendo-se a evacuacdo/esvaziamento ruminal e a quantificacdo do fluxo
didrio de material que deixa o rumen, utilizando-se animais fistulados no ramen
(Fontes et al., 2001)

Um pré-requisito para estimacdo segura dos parametros cinéticos de digestdo e
de passagem que usam esvaziamento do rimen ou técnica de abate é que 0s animais
estejam em equilibrio dindmico (steady-state), ou seja, que 0s esvaziamentos sejam
realizados para permitir estimacdo com acuracia e precisao do tamanho médio do pool
do ramen. Outra condicdo prévia é que o0s procedimentos de esvaziamento ndo

interfiram com as func¢Ges normais do rimen (Huhtanen et al., 2007)
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2. Estudo da cinética ruminal com niveis crescentes de inclusdo de glicerina bruta
na dieta de novilhas mesticas

2.1. Introducéo

Neste experimento foi desenvolvida uma dieta bastante comum na pecuéria
brasileira, composta de silagem de milho, fuba de milho e farelo de soja, além da
mistura mineral. A glicerina bruta foi adicionada em percentagens de O (dieta controle),
2,5, 5, 7,5 e 10% da matéria seca da , em substituicdo ao milho. A propor¢do da
inclusdo de glicerina bruta foi organizada de tal forma que os animais recebendo a
inclusdo méxima (10%) de glicerina bruta tinham todo o milho da dieta substituido pela
glicerina. Os objetivos do trabalho foram determinar o consumo de matéria seca,
avaliar o ambiente ruminal dos animais sob diferentes niveis de inclusdo de glicerina
bruta na dieta, pela analise dos pardmetros pH, nitrogénio amoniacal e &cidos graxos
volateis acético, propidnico e butirico. Foi avaliada também a cinética da fase liquida e
solida da digesta ruminal, utilizando-se os indicadores Cromo mordente para a fase
solida e Co-EDTA para a a fase liquida .

O trabalho também teve o objetivo de avaliar diferentes métodos de
determinacdo do volume ruminal e a taxa de passagem de solidos dos animais
recebendo niveis crescentes da glicerina bruta, comparando as estimativas fornecidas
pelos indicadores com o método referéncia do esvaziamento ruminal. O experimento
também utilizou o indicador em fase experimental LIPE® LIQUIDO, que foi aplicado
nos diferentes modelos matematicos utilizados para a estimativa de parametros de
cinética de passagem e comparado com o método referéncia e com as estimativas
obtidas com os outros indicadores, com a intengdo de explorar o potencial e

possivelmente validar sua utilizagéo.
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2.2. Material e Métodos
2.4.1. Dietas

As dietas foram constituidas de uma proporcdo volumoso:concentrado 74:27
sendo o volumoso a silagem de milho e o concentrado composto de fuba de milho
(61,1%), e farelo de soja (33,7%). Foi fornecido complexo vitaminico-mineral (1,24%),
que possuia bicarbonato de sodio (1%), fosfato bicalcico (1,72%), e sal comum (1,24%)
as dietas foram as mesmas para todos os animais, sendo a unica diferenca a inclusdo de
glicerina bruta.

A glicerina bruta foi adicionada na dieta substituindo o fuba de milho, sendo a
dieta 1 o controle (0%), dieta 2 com 2,5%, dieta 3 com 5%, dieta 4 com 7,5% e dieta 5
com 10% de inclusdo. Com esta definicdo de percentagens de inclusdo, foi possivel
fornecer uma dieta controle com 100% fub& de milho, e no caso da dieta 5, 100% do
milho da dieta foi substituido por glicerina bruta. Enquanto que as outras dietas

apresentavam composicoes intermediarias.

Tabela 2 - Composicdo nutricional dos ingredientes da dieta oferecida as novilhas

mesticas
Item Silagem de milho Concentrado

Matéria seca (%) 35,67 87,39
Matéria organica (%MS) 94,7 91,98
Proteina bruta (%MS) 7,17 24,15
Extrato etéreo (%MS) 3,03 2,43
FDN (%MS) 58,20 17,76
CNF(%MS) 26,30 47,64

FDN = Fibra em detergente neutro; CNF = carboidratos nédo fibrosos

2.2.3. Local, clima e periodo experimental

O experimento foi conduzido na fazenda experimental da Central de Ensino e
Desenvolvimento Agrério de Florestal (CEDAF) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) durante o periodo de primavera (setembro a dezembro de 2011). O clima de

Florestal € classificado como sendo o tropical de altitude. A média de temperatura anual
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é 20,1°C, sendo a média minima anual 13,9°C, e a maxima 28°C. O indice médio
pluviometrico anual é de 1465mm. A umidade relativa do ar é de 72%. Os dados
climaticos sdo fornecidos pelo IBGE.

2.2.4. Animais, instalacgdes e fornecimento da dieta

Foram utilizadas cinco novilhas mesticas holandés-zebu com 37+5 meses de
idade e 602,4 £ 70,89 kg de peso vivo. Os animais foram mantidos em regime de
confinamento, alojados em baia coletiva coberta, com piso de concreto, contendo
comedouros de alvenaria e bebedouros automaticos, ambos individuais. O piso era de
concreto com vala para escoamento de urina. Os animais eram alimentados ad libitum
duas vezes ao dia, com previsdo de 10% de sobras. A mistura do volumoso e
concentrado era feita manualmente no momento do fornecimento, e a glicerina bruta era
colocada sobre o alimento da maneira mais homogénea possivel. O periodo de
adaptacdo as dietas antes do inicio das coletas de amostras e dados foi de 10 dias.

2.2.5. Procedimentos experimentais e coleta de dados

2.4.4.1.Parametros ruminais

Foram realizadas amostragens individuais do liquido ruminal dos animais em
todos os periodos de coletas nos tempos zero (imediatamente antes da alimentacdo
matutina), 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 e 24 horas apds o fornecimento dos alimentos. O liquido
ruminal foi coletado de quatro pontos diferentes do ramen via fistula. Apo6s filtracdo em
tecido de algoddo e homogeneizacao, foi feita a leitura do valor de pH, com auxilio de
pHmetro Analion® modelo PM 608, calibrado com solucbes padréo de pH 4,0 e 7,0 da
marca Cinética®. A calibragdo com os padrdes era repetida a cada duas aferi¢Ges de pH.

Amostras de liquido ruminal para analise de acidos graxos volateis (AGV) e
nitrogénio amoniacal (N-NHs) foram coletadas. O liquido ruminal foi filtrado em tecido
de algoddo homogeinizado, e, apds afericdo do pH, aliquotas de 5mL do liquido
coletado foram adicionadas de 1mL de Acido metafosférico 25%, com o auxilio de
seringas descartaveis. As amostras foram acondicionadas em frascos plasticos com
tampa de rosca. Para determinagdo da concentracdo de N-NHj aliquotas de 50 mL de
contetdo ruminal também foram coletadas e adicionadas de 1 mL de solugdo de &cido
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sulfurico 1:1 (6N). Estas amostras foram acondicionadas em frascos plasticos com
tampas herméticas com lacre. Todas as amostras foram imediatamente congeladas a -

10°C até as andlises laboratoriais.
2.2.5.2. Cinética ruminal

A cinética digestiva das cinco dietas experimentais, a base de silagem de milho
e niveis de inclusdo de glicerina bruta distintos, foi estimada mediante o uso de Co-
EDTA e LIPE® LIQUIDO como marcadores das fases liquida e fibra mordentada com
cromo como marcador de fase sélida.

A taxa de passagem de fluidos pelo ramen reticulo foi determinada utilizando-
se Co-EDTA, conforme preconizado por Udén et al. (1980). O complexo Co-EDTA
(17,24% de Co na MS) foi fornecido, via fistula ruminal, em dose Unica, 20 g por
animal no 17° dia de cada periodo experimental. O LIPE® LIQUIDO foi administrado
na concentracdo de 20g do indicador/100 mL de &gua destilada, simultaneamente com o
Co-EDTA. Foram coletadas amostras de 120 mL de liquido ruminal nos tempos 0 (pré-
dosagem) e 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 24 horas p6s-dosagem. As amostras foram coletadas,
filtradas em tecido de algoddo e acondicionadas em potes plasticos com tampa
hermética com lacre, e amazenadas a -5C para anélises posteriores. Para ajuste aos
dados das concentracdes de cobalto nas amostras de liquido ruminal foi utilizado o

modelo exponencial unicompartimental descrito por Colucci (1984):
YCo=A.e™"

Em que:

YCo = concentracédo do indicador (ppm), no tempo t;
A = concentracédo de equilibrio do Co (ppm);

k1 = taxa de passagem ou de dilui¢do do Co (/h);

t = tempo de amostragem.

Para se calcular as taxas de passagem de particulas e de liquido ruminal,
utilizou-se regressao linear entre os tempos de coleta das amostras e o logaritmo natural
das concentragdes dos indicadores, em que as taxas de passagens foram consideradas
como os coeficientes de inclinacdo (b) das equagOes de regresséo, pois a diluigdo do
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cromo e do cobalto no rimen tem comportamento que pode ser representado por uma

funcdo logaritmica, conforme descrito por Gomes (1991).

Os parametros da dinamica da fase liquida foram calculados conforme Colucci et al.
(1990):
TR=1/kICo
VR = Co/A
TF=k1Co* VR
Em que:
TR = tempo de reciclagem no rumen (h);
k1Co(%/h) = taxa de passagem de fluidos;
VR = volume ruminal (L);
Co = quantidade de cobalto fornecido (mg);
A = concentracédo de equilibrio de cobalto (mg/L);
TF = fluxo de liquido ruminal (L/h).

A taxa de reciclagem (TRec) da fase liquida ruminal foi calculada conforme
Maeng e Baldwin (1976):

TRec =24 h/TR.

Em que:
Tx R =taxa de reciclagem (n° de vezes/dia);
TR = tempo de retencdo no rumen (h).

Para avaliar a taxa de passagem de solidos utilizando o indicador fibra
mordentada com cromo, em cada fase experimental, no 11° dia de cada periodo, foram
administrados no rimen das vacas, 100g de FDN de silagem de milho mordentada com
cromo, acondicionadas em saquinhos de papel. Foram realizadas coletas de fezes
diretamente na ampola retal, nos intervalos de tempo 0 (pré-infusao) e 3, 6, 9, 12, 15,
18, 21, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 144 pds infusdo, as amostras de
fezes foram acondicionadas em bandejas de aluminio tampadas, identificadas e

imediatamente congeladas a -5°C.
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Para o ajuste das curvas de excrecdo fecal do cromo utilizou-se o modelo
exponencial bicompartimental, proposto por Grovum e Williams (1973) de expressao

geral:

Y=A . eKETDI A oKD parat >TT
Y=0parat<TT

Em que:

Y= concentracdo do cromo nas fezes (%);

A = pard@metro de escala, indefinido do ponto de vista bioldgico;

K1= taxa de passagem no ramen (%/h);

t = tempo de amostragem,

TT =tempo de transito ou estimativa do tempo em que o indicador apareceu pela
primeira vez nas fezes (h);

K2 = taxa de passagem de particulas no ceco-célon proximal.

Os calculos dos parametros da dindmica fase solida foram realizados de acordo com
Colucci et al. (1990):

TRR = 1/K1
TRCC = 1/K2
TMR = TRR+TRCC
TRT=TMR+TT

Em que: TRR = tempo de retencdo no rimen (h); TRCC = tempo de retengédo do ceco e
colon proximal (h); K1= taxa de passagem de particulas no ramen (%/h); K2= taxa de
passagem de particulas no ceco-colon proximal (%/h); TMR = tempo médio de retencéo
nos dois compartimentos (h); TRT = tempo de retencéo total (h); e TT = tempo de
transito (h)

O tempo médio de retengdo da digesta em todo o trato digestivo também foi

calculado pela equacao proposta por Faichney (1975):

TMR(horas) = > mi*ti
> mi
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Em que mi é a quantidade de indicador excretado no i intervalo de tempo e ti, 0
intervalo de tempo entre o fornecimento do indicador e i tempo de coleta fecal. A taxa

de passagem da digesta em todo o tubo digestivo foi estimada como o inverso da TMR:

TxPassagem(%h™) = 1/TMR

O tempo de transito da digesta foi considerado como o intervalo de tempo entre o

fornecimento do indicador aos animais e o aparecimento inicial nas fezes.

O método de referéncia para avaliar a cinética ruminal que foi utilizado foi o
esvaziamento ruminal, como descrito por Osuji et al., 1993. No 19° dia de cada periodo
foi realizado o esvaziamento ruminal dos animais. O esvaziamento se iniciou sempre
quatro horas apo6s a alimentacdo do animal. Foi feita a rapida remocdo manual do
contetdo do ramen pela fistula ruminal, pesagem da digesta total, seguida por separacéo
de fases liquida e sélida, com o auxilio de peneiras e sacos de algoddo, para
determinacédo do peso e volume de ambas fases. Amostras de 300g da fase solida e de 2
litros do liquido ruminal foram coletados de cada animal. As amostras s6lidas foram
acondicionadas em bandejas de aluminio com tampa, e o liquido foi armazenado em
garrafas plasticas. ~ Subamostras foram posteriormente compostas, contendo a fase
solida e liquida em igual proporcéo a encontrada pelas pesagens do conteddo ruminal,
denominadas amostras de digesta total. Estas amostras receberam 0 mesmo

acondicionamento das amostras solidas.

O indicador LIPE® foi utilizado neste estudo pela primeira vez na sua forma
liquida, no qual a lignina purificada e enriquecida é preparada de forma a se tornar
solivel em agua. A LIPE® liquida resultante foi fornecida aos animais da mesma
maneira que o Co-EDTA, e as amostras que foram analisadas para Cobalto também
passarem pela andlise similar a realizada no LIPE®, feita no aparelho FTIV com
transformada de Fourier. Os resultados obtidos foram aplicados aos modelos
matematicos de Colluci e de Faichney, e comparados com os valores referéncia obtidos

no esvaziamento ruminal, de maneira a explorar as possibilidades deste novo indicado,
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sua afinidade para com as por¢des do conteddo da digesta ruminal e sua utilidade na

estimativa de pardmetros ruminais.

2.2.5.3. Preparo de Indicadores utilizados:

O preparo da fibra mordentada com cromo e do Co-EDTA foram feitos segundo
Uden et al., 1980. A quantidade de cromo e cobalto presentes nos indicadores foi
aferida juntamente com a andlise das amostras, utilizando as mesmas técnicas descritas

nas analises laboratoriais.

2.5. Andlises Laboratoriais

Todas as amostras resultantes do experimento foram transportadas congeladas
para o laboratério de Nutricdo da Escola de Veterindria da UFMG, onde foram

armazenadas em camara fria a -6°C até a realizacdo de cada anélise.

As amostras de fezes foram descongeladas, pesadas e secas em estufa ventilada a
55°C durante 72 horas. Apds remocao da estufa e estabilizacdo da temperatura, foram
pesadas novamente. Em seguida foram moidas em moinho de facas modelo Wiley e
dotado de peneira de com perfuragdes de 1 mm de diametro. As amostras de fezes
moidas e secas foram acondicionadas em saquinhos plasticos com fechamento do tipo
zip-lock.

A determinacdo da concentracdo de cromo nas amostras de fezes foi feita ap6s
digestdo nitro-perclorica, conforme procedimentos relatados por Kimura e Miller
(1957), por espectrofotometria de absorcdo atdmica, utilizando equipamento

Espectrometro de Absorcdo Atdmica Perkin Elmer 3110.

Para a leitura do Cobalto, as amostras de liquido ruminal foram centrifugadas
em ultracentrifuga Sorvall® modelo RC-5B a 5000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante analisado no Espectrofotdmetro de Absor¢do Atémica Perkin Elmer 3110.
de acordo com UDEN et al. (1980). A leitura do LIPE® LIQUIDO foi feita através de
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier em aparelho modelo
VARIAN 800 - FTIV.
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As amostras coletadas para andlise de acidos graxos volateis foram
descongeladas e centrifugadas a 5000 rpm em centrifuga Sorvall® modelo RC-5B e
filtradas utilizando filtro Milipore Millex® PVDF 0,45. Em seguida foram analisadas
para concentracdo de AGV por cromatografia gasosa, segundo método preconizado por
Erwin et. al. (1961). Foi utilizado cromatdgrafo gasoso Shimadzu modelo GC -17A.

O meétodo utilizado para a anélise da concentracdo do N-NHs no liquido ruminal
foi baseada no método Micro-Kjeldahl, realizado por meio de destilacdo com cloreto de
calcio e oxido de magnésio, utilizando-se o acido borico como indicador misto de cor
como solucdo receptora (vermelho de metila+ verde de bromocresol) e o acido
cloridrico HCI 0,01N para a titulag&o.

As amostras de fase sélida e digesta total foram descongeladas, pesadas e pré-
secas em estufa ventilada a 55°C por 72h. Apds remocdo da estufa e estabilizacdo da
temperatura, foram pesadas novamente. Em seguida foram moidas em moinho de facas
modelo Wiley e dotado de peneira de com perfuracbes de 1 mm de diametro. As
amostras foram analisadas quanto ao teor de MS, MM, FDN, PB, EE, e CFN, segundo
metodologia descrita pela AOAC, 1999 e INCT et al., 2012.

2.6. Andlises Estatisticas

O delineamento experimental adotado foi 0 quadrado latino 5 x 5 com arranjo em
parcelas subdivididas. Os animais e os periodos constituiram os blocos, as parcelas
foram os indicadores e as subparcelas constituidas pelos diferentes tempos de coleta do
liquido ruminal. Na tabela 3 podemos verificar o delineamento experimental, enquanto

que a tabela 4 apresenta a analise de variancia.

Tabela 3. Delineamento experimental (Quadrado Latino)

Periodo 860 870 874 815 858
1 A B C D E
2 C A B E D
3 D E A C B
4 E C D B A
5 B D E A C

A = 0% (dieta controle); B = 2,5% glicerina bruta; C = 5% glicerina bruta; D = 7,5% glicerina
bruta; E = 10% glicerina bruta.
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As variaveis de fermentacdo ruminal (pH, concentracdo de N-NH3; e AGVs)
foram analisadas pelo procedimento MIXED do SAS (SAS Institute Inc., 2001),
segundo o delineamento QL 5x5 em esquema de parcela subdividida, com as dietas
alocadas nas parcelas e os tempos de amostragem nas subparcelas. O modelo para
analise de variancia incluiu como fontes de variacdo: novilhas, periodo, dietas, além de
residuos. Os animais e os periodos constituiram os blocos, e as dietas (controle e 2,5%,
5%, 7,5% e 10% de inclusdo de Glicerina bruta na matéria seca) foram os tratamentos (
tabela 3). Os testes adotados para a comparacdo da médias foram selecionados

conforme o coeficiente de variacdo (CV) com nivel de significancia (P<0.05).

Tabela 4. Anélise de variancia.

FONTES DE VARIACAO GL
Total 24
Dietas 4
Novilhas (blocos) 4
Periodos 4
Erro (A) 12

Para comparacdo de médias entre dietas foi utilizado o teste SNK a 5 % de
probabilidade do erro através da utilizacdo do software SISVAR® segundo Ferreira
2007.

Para as variaveis referentes a cinética ruminal o delineamento experimental
adotado foi 0 quadrado latino 5 x 5 com arranjo em parcelas subdivididas. Os animais e
os periodos constituiram os blocos, as parcelas foram as dietas, com subparcelas

constituidas pelos diferentes tempos de coleta do liquido ruminal (tabela 5).

Tabela 5. Analise de variancia.

FONTES DE VARIACAO GL
Total de parcelas 24
Indicadores (parcelas) 4
Novilhas (blocos) 4
Periodos 4
Erro (A) 12
Total de sub-parcelas 249
Parcelas 24
Periodos de coleta (sub-parcelas) 9
Indicadores x periodos de coleta 36
Erro (B) 180
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Para comparacdo de meédias entre dietas foi utilizado o teste SNK a 5 % de
probabilidade do erro através da utilizagdo do software SISVAR® segundo Ferreira
2007. E para os periodos de coleta foi realizada estimativa de equacdo de regressao em
mesmo software segundo 0 mesmo autor.

Os dados referentes as taxas de passagem das fases sélida e liquida foram
analisadas pelo procedimento GLM do SAS (SAS Institute Inc., 2001), tendo como
fontes de variagcdo: QL, animal dentro do QL, periodo e tratamento (niveis de glicerina
bruta). A comparagdo de médias foi feita utilizando-se 0 LSMEANS do SAS(2001), por
meio do teste de Tukey (P<0.05). Foi adotado o seguinte modelo para analise da

cinética animal:
Yijk=p+di +aj + py + €jj + 1y + dti + dijia

Em que: Y = valor observado relativo ao nivel de incluséo da glicerina bruta i,
ao animal j, ao periodo k e ao tempo |; p = média geral; d; = efeito da dieta i, sendo i =
1, 2, 3, 4, 5; 4 = efeito do animal j, sendo j = 1, 2, 3, 4, 5; px = efeito do periodo K,
sendo k =1, 2, 3, 4, 5; ejj = erro atribuido as parcelas; t,= efeito do tempo I; dt; = efeito
da interacdo do i-ésimo nivel da dieta i, com o I-esimo nivel do tempo I; ajj = erro
aleatdrio atribuido as sub-parcelas.

O efeito da suplementacdo da silagem de milho com os niveis de inclusdo de
glicerol sobre taxas de passagem das fases liquida e sélida foram também estudados por
meio de regressdes lineares e quadraticas, utilizando-se procedimento PROC REG do
SAS(2001)

3. Resultados e Discussao

3.1. Consumo das dietas

N&o foi observado efeito dos diferentes niveis de glicerina (P>0,05) sobre o
consumo de matéria seca em nenhuma das dietas, como pode ser observado na tabela 6.
A auséncia de decréscimo no consumo também foi observada por Lage et al. (2010),
trabalhando com cordeiros em terminagdo com niveis de 0, 3, 6, 9 e 12% de glicerina

bruta na dieta.
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Tabela 6: Efeito de niveis crescentes de inclusdo de glicerina bruta na ingestdo de
matéria seca

Tratamentos
0% 2,5% 5% 7,5% 10% cVv
Consumo (kg MS) 13,66 13,90 14,11 14,41 14,68 7,86

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta.
Medias iguais pelo teste Tukey (p>0,05).

Schroder e Sudekum (1999) utilizaram dietas contendo 10% de glicerol e ndo
verificaram diferenca no consumo de MS. Donkin et al. (2009), trabalhando com
diferentes niveis de glicerina com alto grau de pureza (99,5% de glicerol), 0, 5, 10 e
15% da dieta de vacas leiteiras, também ndo encontraram diferenca no consumo de MS.

Ao substituirem 10% do milho por glicerina na dieta de terminacdo de novilhos
cruzados, Pyatt et al. (2007), observaram reducdo 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 0os animais que receberam esse
ingrediente.

Os pesquisadores Parsons et al. (2009), utilizando dietas com alta proporc¢édo de
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 terminacdo observaram reducdo linear no consumo de matéria seca
para 0s animais que receberam concentracdes a partir de 4% de glicerina, 0s 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 ate 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
fermentacdo ruminal, desempenho e qualidade de carne de novilhos leiteiros confinados
recebendo dietas com alta proporcdo de concentrado. O consumo de matéria seca ndo
foi alterado com a incluséo de glicerina apresentando valor médio de 8,27 kg/dia.

No experimento conduzido por Serrano, 2011 em novilhos Nelore alimentados
com 0, 3, 6, 9 e 12% de glicerina bruta na MS, A ingestdo de MS (IMS); os coeficientes
de digestibilidade aparente ruminal (CDR); de digestibilidade aparente intestinal (CDI)
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e de digestibilidade aparente total (CDT) da matéria seca, matéria organica, proteina
bruta, fibra em detergente neutro e carboidratos ndo-fibrosos ndo foram influenciados
(P>0,05) pelos tratamentos. Os resultados de Serrano foram  semelhantes aos
observados por Mach et al. (2009).

Favaro, 2010, em um experimento com bovinos mesticos submetidos a dietas
com incluséo de 0, 5, 10, 15 e 20 % de glicerina na MS, verificou que os consumos de
MS, MO, PB, FDNcp e FDAcp (kg/dia, %PV/dia e g/kg PV 0,75), ndo foram
influenciados pelo o aumento no porcentual de glicerina da dieta. Também foi
observado no mesmo experimento que as diferencas encontradas em relacdo aos
resultados de consumo de matéria seca na literatura podem ser causadas tanto pela
composi¢do da glicerina que varia de acordo com o método de obtencgdo, quanto por
seus efeitos intrinsecos ao glicerol no metabolismo ruminal e do animal. Substancias
como sais e metanol, que sdo utilizados no processo de transesterificacdo, 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

3.2. Ambiente Ruminal

3.2.1. pH ruminal

A Tabela 7 apresenta o efeito da adicdo dos niveis crescentes de glicerina bruta
sobre o pH no rimen de vacas mesticas Holandés x Zebu.

N&o houve interacdo entre dieta e tempo de coleta (P<0,05) para os valores de
pH ruminal. Ou seja, tanto no tratamento controle como nos tratamentos com
percentagem de inclusdo de glicerina bruta de até 10% da matéria seca total da dieta, o
pH ruminal apresentou comportamento semelhante, variando de 6,20 a 6,92.

Conforme Hoover e Stockes (1991) redugdes moderadas no pH ruminal para
valores até 6,2 causam pouco efeito sobre a digestdo de carboidratos fibrosos, sendo no
entanto, reducbes mais severas (<6,0) passiveis de inibirem a populacdo de
microrganismos celuloliticos. De forma geral. os valores mantiveram-se dentro do
recomendado por Hobson e Stewart (1997), entre 6 e 7, e por Church (1988), entre 5,5 e
7.
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Tabela 7 - Efeito das dietas contendo niveis crescentes de glicerina bruta sobre o pH

ruminal em funcdo dos horéarios apds a alimentacao

pH ruminal
Dietas  Oh 2h 4h 6h 8h  10h 12h 16h 20h  24h Médias
0% 6,82 6,71 6,49 654 642 637 6,29 648 655 687 6,55
25% 683 657 634 641 647 633 625 644 665 692 6,52
5% 693 662 642 636 654 635 620 637 653 681 6,51
75% 6,78 656 646 648 649 645 6,23 6,38 659 6,75 6,52
10% 6,79 6,60 6,42 6,28 645 641 624 642 664 681 6,51

Médias 6,83 661 643 641 647 638 6,24 642 659 6,83

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta.
Medias seguidas de letras distintas na coluna representam diferenca pelo teste SNK (P<0,05).
CV (%)= 2,89.

O pH ruminal permaneceu a valores constantes ao longo do tempo na dieta
controle e em todos 0s outros tratamentos, com até 10% de inclusdo de glicerina bruta.
N&o houve diferenca (P>0,05) no pH entre os diferentes tratamentos.

Um dos fatores essenciais para o funcionamento ruminal como camara de
fermentacgdo € o pH, e as variagdes ocorridas sdo dependentes do tipo e da frequéncia
de alimentacdo (Church, 1988). Pode-se observar que até os 10% de glicerina bruta
inclusos na dieta dos animais, o pH em diferentes tempos pds alimentacdo se manteve
dentro da faixa aceitavel para a boa fermentagéo ruminal.

O pH ruminal recebe atengdo consideravel como um mecanismo que explica as
reducdes na ingestdo e digestibilidade de volumosos como resultado da suplementacao
energética (Caton & Dhuyvetter, 1997), além de estar diretamente relacionado a taxa de
crescimento dos microrganismos ruminais (Russell et al., 1979).

Hungate (1966) e Church (1979) admitem que as flutuagdes no pH do rdmen
refletem as variagdes nas quantidades dos &cidos orgénicos que acumulam no contetido
ruminal e da quantidade de saliva que é produzida. Dessa maneira, 0 pH ruminal
geralmente atingira o nivel mais baixo de duas a seis horas apds a alimentacéo,
dependendo da natureza da dieta, e da rapidez com que € ingerida.

Valadares Filho & Pina (2006), descrevem que o pH ruminal pode variar de 5,5
a 7,2, com valores baixos detectados em intervalos de tempos curtos apds alimentacdo
dos animais com dietas ricas em concentrado, sendo que valores de pH abaixo de 6,0
podem inibir as bactérias fermentadoras de celulose. Segundo Van Soest (1994), a faixa

de pH para que haja atividade microbiana normal no rimen é de 6,7 + 0,5.
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Os resultados encontrados foram mais favoraveis para a estabilidade do
ambiente ruminal do que os observados por Mach et al. (2009) , que avaliaram o0s
efeitos da glicerina nas concentragdes 0, 4, 8 ou 12% em substituicdo aos grdos de
cereais utilizados na dieta (milho e cevada), sobre a fermentacdo ruminal de novilhos
leiteiros confinados recebendo dietas com alto concentrado. Os autores encontraram
valor de pH de 5,68 em bovinos alimentados com 8% de glicerina, valor esse menor que
0s encontrados nos animais que ndo receberam glicerina ou alimentados com 4 ou 12%
de glicerina (6,07; 6,06; 6,08; 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.

No presente experimento, com a substituicdo do milho pela glicerina bruta, os
animais recebendo dietas com 2,5, 5, 7,5 e 10% de incluséo de glicerina gradualmente
receberam niveis menores de concentrado, a medida que a inclusdo de glicerina
aumentava, o que pode explicar o equilibrio dos tratamentos.

Estes resultados também estdo de acordo com o trabalho conduzido por Abo El-
Nor et.al., em 2010, utilizado fermentadoras continuas para avaliar dietas com 0, 36, 72
e 108g glicerol/kg MS ( equivalente a 0; 3,6; 7,2; e 10,8 % glicerol na MS) substituindo
o milho no concentrado de dietas baseadas em feno de alfafa e concentrado, foi
observado que ndo houve efeito no pH e N-NHj3 do liquido ruminal com a inclusdo de
glicerol.

AbuGhazaleh et al. (2010), trabalhando com niveis de substituicdo do milho pelo
glicerol,(0; 15; 30 e 45%) em experimento in vitro, também ndo observaram
diferengas para o pH. No entanto Silva, et al.( 2012) fornecendo dietas com incluséo de
0; 7,5; 15; 22,5 e 30% de glicerina na alimentacdo de bovinos Nelore, observaram
reducdo linear do pH do liquido ruminal coletado dos animais, que estavam submetidos
a uma dieta com propor¢do volumoso:concentrado de 30:70. Estes resultados
provavelmente estdo associados, alem de uma utilizacdo de maiores percentagens de
inclusdo de glicerina bruta do que a utilizada no presente experimento, a influéncia da
alta quantidade de concentrado da dieta dos animais.

Wang et al. (2009) relataram queda linear do pH do liquido ruminal em
novilhos alimentados com 0, 100, 200 e 300 g/dia de glicerina bruta, observando
valores de pH no liquido ruminal de 6,58; 6,56; 6,32 e 6,23 respectivamente. Da mesma
forma, DeFrain et al. (2004) reportaram queda de pH a medida que inclusdo de glicerina
bruta (80,2% de glicerol) na dieta aumentou, em vacas leiteiras no pds-parto.
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3.2.2. Producdo de Amonia (N-NH3)

A quantidade de am6nia medida no liquido ruminal, (em mg/100mL) esta
disposta na tabela a seguir. Nao houve interacao significativa entre dieta e tempo nas
médias marginais.

Tabela 8: Efeito das dietas contendo niveis crescentes de glicerina bruta sobre a
concentracdo de nitrogénio amoniacal (mg/ 100ml) em funcdo dos horarios
apos a alimentacéo

N-NH3 (mg/100mL) no liquido ruminal

H(?];a 0% 2,5% 5% 7.5% 10%  Médias
0! 13.21 15.23 13,52 12,49 1368 13.63a
2 14,04 16,42 15,94 15,71 15,94 15,61a
4 14,51 18,09 12,97 14,4 14,51 14,90a
6 12,96 13,21 10,11 11,18 8,56 11,20b
8 12,49 12,25 10,23 11,18 9,4 11,11b
10 13,92 13,8 15,35 14,4 12,97 14,09a
12 16,06 15,35 16,54 14,87 14,63 15,49a
16 13,09 15,35 13,44 14,52 15,82 14,44a
20 14,75 13,56 13,21 14,63 19,36 15,10a
24 12,61 14,27 12,49 12,37 12,97 12,94ab

Meédias 13,76 14,75 13,38 13,58 13,78

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. Medias
seguidas de letras distintas na coluna representam diferenca pelo teste SNK (P<0,05).

CV (%) = 22,37.

! Coleta imediatamente anterior ao fornecimento da alimentagéo.

A taxa de produgdo de N-NH3 no rumen reflete a solubilidade e a
fermentabilidade da dieta, bem como a producdo enddgena de compostos nitrogenados
(Huntington & Archibeque, 1999). A auséncia da influéncia da inclusdo de glicerina
bruta em substituicdo ao milho da dieta é, juntamente com outros fatores, um indicativo
da estabilidade do ambiente ruminal dos animais alimentados com até 10% de glicerina
bruta na matéria seca da dieta.

A producgdo de amdnia no rumen muitas vezes excede sua utilizacdo, ocorrendo
acumulo e posterior remogdo do ambiente ruminal, principalmente por difusdo pela
parede ruminal (Russell et al., 1991; Nolan, 1993). A amdnia é transportada para o
figado, onde é convertida em uréia. Assim, a uréia liberada no sangue é excretada na

urina ou é reciclada para o ramen, retornando via saliva ou por difusdo pelo epitélio
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ruminal (Coelho da Silva & Ledo, 1979; Huntington & Archibeque, 1999). A
reciclagem de uréia é mecanismo vital que conserva compostos nitrogenados dietético e
corporal, mantendo o suprimento de aminoacidos para os tecidos (Lapierre & Lobley,
2001).

Né&o foi observada diferenca significativa entre dietas para a concentracdo de N-
NHs no liquido ruminal  Esses resultados coincidem com os de Abo ElI-Nor et.al., em
2010, que também ndo observaram variacdo no N-NH; no seu experimento com
incluséo de 0; 3,6; 7,2; e 10,8 % de glicerol na MS.

No experimento de Serrano (2011) também ndo foi observada influéncia da
inclusdo de glicerina bruta na dieta para a concentracdo minima de N-NHsz. No seu
estudo, assim como neste, verificou-se que, para todos os tratamentos, os valores
mantiveram-se acima de 5mg/100mL ; considerados por Satter & Slyter (1974) como 0s
valores minimos de nitrogénio amoniacal para uma adequada fermentacdo ruminal da
parede celular. Serrano (2011) no entanto observou um decréscimo do valor de N-NH;
(nas concentragBes méxima e média) com o aumento da inclusdo de Glicerina Bruta, o
que ndo foi observado no presente experimento.

Chizzotti et al. (2007) trabalhando com vacas de alta producdo obteve 13,34
mg/100 ml, Magalhdes et al. (2006) e Soares et al. (2005) avaliando vacas de média
producdo verificaram um valor medio de 13,95 e 13,64 mg/100 mL, respectivamente.
Van Soest (1994) citou como nivel 6timo 10 mg/100 mL de liquido ruminal, valor que
ndo deve ser considerado fixo, pois varia conforme a capacidade de sintese de proteina
microbiana, a disponibilidade de substrato e a taxa de fermentag&o dos carboidratos

A menor concentracdo de N-NHj3; pode indicar uma fermentagcdo ruminal mais
ativa, pois a a maioria das bactérias celuloliticas exigem amonia para o0 seu crescimento
e, possivelmente, mais energia sendo absorvida na forma de AGVs, estando, assim,
disponivel para fins produtivos. (Costa, 2010). As variac¢des (p<0,05) entre os horarios
de coleta do N-NH3; mostram uma reducao dos valores do nitrogénio no periodo de 6 a 8
horas ap0s a alimentacdo da manhd. Deve-se atentar que a baixa quantidade de N-NHs
no liquido ruminal pode ser associada ou a uma baixa disponibilidade do nutriente ou a
um alto consumo do nutriente, portanto a interpretacdo deste fator sozinho pode levar a
ambiguidade, que deve ser sanada pela avaliagdo de outros fatores que indiquem a
qualidade do ambiente ruminal. Baixas concentraces de NH3; podem limitar a atividade

microbiana e diminuir a taxa e a extensdo da digestdo da parede celular.
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Existe grande controvérsia em relacdo a concentracdao de nitrogénio amoniacal
ruminal exigida para o maximo crescimento microbiano. Mehrez et al. (1977),
afirmaram que o maximo de atividade fermentativa ruminal foi obtido quando o N
amoniacal alcancou valores entre 19 e 23 mg/100 mL de liquido ruminal. Porém, estes
valores estdo acima dos valores citados por Satter e Slyter (1974) - 5mg/100mL. Mas
faz-se a ressalva de que, segundo Preston et al, 1986, 5 mg de N-NH3; /100mL seria o
minimo para manter a sintese microbiana, enquanto que para otimizar efetivamente a
fermentacdo, principalmente da fibra, seriam necessarios de 15 a 29 mg de N-
NH3/100mL

3.2.3. Concentracao dos &cidos graxos volateis no rimen

As concentracdes em (mMol/100 ml) de Acidos graxos volateis totais, acetato,
propionato e butirato encontram-se nas Tabela 9, 10, 12 e 14, respectivamente. As
proporcoes molares (%) do acetato, propionato e butirato encontram-se na Tabelas 11,

13 e 15, respectivamente.

Tabela 9 — Efeito dos niveis crescentes de glicerina bruta em substituicdo ao milho
sobre a quantidade total de AGVs (mMol/100mL) no radmen de novilhas
mesticas em fungéo dos horarios apos a alimentacao

Acidos graxos volateis totais

Hora (h) 0% 2,5% 9% 7,5% 10% Médias
o 54,79 47,05 52,59 45,99 52,33 50,55b
2 52,49 56,07 55,71 54,13 62,94 56,27ab
4 51,59 61,83 95,71 53,36 62,82 57,06ab
6 57,00 51,75 62,17 52,17 62,34 57,09ab
8 51,48 54,14 57,99 60,63 53,42 55,53ab
10 58,07 62,63 59,97 57,07 56,96 58,94a
12 55,58 64,04 64,50 63,18 60,49 61,56a
16 59,92 54,12 55,98 57,72 60,30 57,61ab
20 57,00 52,74 62,52 52,63 54,28 55,83ab
24 47,37 41,89 46,51 42,85 42,96 44,32c

Médias 54,53 54,63 57,37 53,97 56,88

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. Medias
seguidas de letras distintas minGscula na linha e maidscula na coluna representam diferenca pelo
teste SNK (P<0,05). CV (%)= 13,79.

! Coleta imediatamente anterior ao fornecimento da alimentacéo.
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As dietas ndo diferiram entre si em relacdo ao tempo (P>0,05) e também néo
houve diferencas estatisticas (P>0,05) na quantidade total de acidos graxos volateis
entre a dieta controle e as com 2,5, 5, 7,5 e 10% de inclusdo de glicerina bruta em
substituicdo ao milho. As variacbes que ocorreram em funcdo do tempo foram
semelhantes em todas as dietas, sendo os dois pontos mais baixos os tempo Oh, antes da
alimentacdo da manh&, e 24h, antes da alimentacdo da manhé seguinte, e um pico no
tempo 10h, que sucedeu a segunda alimentacgdo diéria dos animais.

Os acidos graxos volateis (AGV) produzidos no trato gastrointestinal como
produtos do metabolismo microbiano de nutrientes podem prover até 80% da exigéncia
diéria de energia dos ruminantes. As concentracGes de &cidos graxos volateis (AGV)
total ou individual no rimen sdo altamente variaveis e dependem da frequéncia de
alimentacdo, tempo apoOs a alimentacdo e composicdo da dieta (Bergman, 1990). As
concentracdes totais de AGV no ramen estdo normalmente entre 60 e 150 mM/mL.
Além disso, o pH do fluido ruminal pode influenciar bactérias produtoras de AGV
especificos. A propor¢do molar dos AGV individuais no rimen é de interesse
consideravel, pois o padrdo de fermentacdo e a concentracdo total de AGV sdo o0s
principais determinantes da utilizacdo dos alimentos pelos ruminantes (France e
Siddons, 1993).

Os coeficientes de variacdo das respostas observadas nas tabelas que apresentam
a concentracdo molar de acetato, propionato e butirato, apesar de elevados (CV acetato
(%) = 16,32, CV propionato (%) = 16,43 e CV butirato (%)= 24,22, estdo dentro do
considerado aceitavel para respostas agricolas e zootécnicas (CV entre 5 a 35%), logo a
percepcdo de instabilidade da varidvel deve ser relevada, levando-se em conta a

natureza da resposta sendo observada.
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Tabela 10: Efeito dos niveis crescentes de glicerina bruta sobre a concentracdo
(mMol/100 mL) de acetato no ramen de novilhas mesticas em fungdo dos
horéarios apos a alimentacéo

Concentracdo Ruminal de Acetato

Hora (h) 0% 2,5% 5% 7,5% 10% Médias
ot 29,00 24,17 26,37 23,45 25,94 25,79
2 27,47 28,15 27,55 25,86 29,10 27,63a
4 26,29 30,82 26,04 25,08 28,43 27,33a
6 28,50 25,48 28,48 24,28 26,91 26,73a
8 26,82 27,88 29,57 28,27 23,69 27,25a
10 29,09 31,86 27,81 26,08 25,81 28,13a
12 28,21 31,58 30,63 29,06 26,70 29,244
16 30,99 27,27 27,63 27,48 28,20 28,31a
20 28,85 27,25 30,66 25,66 26,04 27,69
24 25,02 22,47 23,42 21,70 21,06 22,73b

Médias 28,02 27,69 27,82 25,69 26,19

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. Médias
seguidas de letras distintas na coluna representam diferenca pelo teste SNK (P<0,05).

CV acetato (%)= 16,32.

! Coleta imediatamente anterior ao fornecimento da alimentagéo.

As interacOes entre tempo e coleta de liquido ruminal s6 foram significativas
(P<0,05) no horério de coleta 24 horas apds a primeira alimentacdo (apds o periodo
noturno em que o animal ndo recebeu alimento durante 13 horas). N&o houve diferenca
significativa (P>0,05) entre dietas na interacdo entre dieta e tempo para a concentracédo
de acetato no liquido ruminal.

As médias encontradas dos valores de acetato, em mMol/100mL foram de 28,02,
27,69, 27,82, 25,69 e 26,19mMol/100mL para as dietas com 0%, 2,5%, 5%, 7,5% e
10% de inclusdo de glicerina bruta, respectivamente. Os valores foram inferiores aos
encontrados por Donkin, 2008, que nas dietas de 0, 5 e 10% de inclusdo de glicerol

obtiveram valores de 37,1, 37,6 e 37,7mMol de acetato, respectivamente.
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Tabela 11 — Efeito dos niveis crescentes de glicerina bruta em substituicdo ao milho
sobre a proporcdo molar de acetato (%) no rumen de novilhas mesticas em
funcdo dos horarios apos a alimentacéo

% molar de acetato no rimen

H(‘;;a 0% 2.5% 5% 7.5% 1005 ~ Medias
0! 52,61 51,92 50,53 51,81 2946 5127ab
2 52,09 50,39 49,48 47,69 4624 49.18be
4 51,05 49,64 4711 47,39 4521 48,08¢
6 50,6 49,53 46,05 46,84 4375  47.350
8 52,21 51,53 50,49 46,69 4457 49.10b
10 50,65 51,07 46,62 458 4568 47,960
12 50,53 49,35 47,55 46,07 4463 47.63¢
16 51,71 50,37 49,5 47,85 472 4933bc
20 51,19 51,68 49,45 49,51 4856  50,08abc
24 52,71 53,56 50,58 52,25 50,89 52,008

Médias 5154 50,90 48740 481%bc 46,62

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. Médias
seguidas de letras distintas mindscula na linha e maidscula na coluna representam diferenga pelo
teste SNK (P<0,05). CV acetato (%) = 6,84.

! Coleta imediatamente anterior ao fornecimento da alimentacéo.

Embora nédo tenha sido demonstrada diferenca significativa entre os valores de
concentracdo do acetato no rdamen, houve uma diferenca quando se considerou a
propor¢do molar do acetato. O efeito significativo demonstrou um declinio linear na
proporcdo molar de acetato, com 0 aumento da incluséo de glicerina bruta na dieta.

Segundo itavo et al. (2000), as concentracbes de AGVs total ou individual no
rimen sdo altamente variaveis e dependem da freqliéncia de alimentacéo, tempo apos a
alimentacdo e composicdo da dieta. Além disso, o pH do fluido ruminal pode
influenciar bactérias produtoras de AGVs especificos.

Segundo Silva e Ledo (1979) as faixas de normalidade para as proporcées
molares do acetato em ruminantes seriam de 54 a 74%. Os valores de propor¢do molar
encontrados para 0 Acetato no experimento se encontram abaixo desta faixa para todas
as dietas. Houve diferenca significativa (P<0,05) entre as dietas, sendo que a incluséo
de 2,5% de glicerina bruta deu resultados semelhantes aos da dieta controle, e uma
queda na proporcdo molar de acetato ocorreu nas dietas com 5%, 7,5% e 10% de

inclusdo de glicerina bruta, sendo que a de 10% e inclusdo apresentou a menor
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proporcdo molar de acetato em relacdo ao propionato e butirato. As médias de acetato
variaram ao longo do tempo de forma semelhante em todas as dietas.

Segundo Trabue et al. (2007), o fornecimento de glicerina bruta reduz a producéo
de acetato, o0 que tende a reduzir a quantidade disponivel de carbono e de hidrogénio
ruminal para producdo de gas metano, com consequente melhoria na eficiéncia de
utilizacdo da energia pelo animal. Mas diferentes estudos apresentaram resultados
diferentes quanto a proporgao de acetato no rimen de animais recebendo glicerina bruta
na dieta, o que pode ser atribuido a falta de padronizacdo da glicerina bruta usada. No
entanto, a proporcdo molar do acetato deve ser avaliada em conjunto com a variagdo dos
outros &cidos graxos volateis. As diferengas observadas no propionato e principalmente
no butirato podem tem ocorrido em detrimento da proporcéo do acetato. Vale também

ressaltar que ocorrem interconversdes naturais entre acetato e butirato dentro do rimen.

Tabela 12: Efeito dos niveis crescentes de glicerina bruta sobre a concentracdo
(mMol/100 mL) de propionato no ramen de novilhas mesticas em funcdo do
tempo apos alimentacdo da manha.

Concentragéo Ruminal de Propionato

Hora (h) 0% 2,5% 5% 7,5% 10% Médias
o 14,55 12,77 14,4 12,94 14,62 13,86b
2 15,02 16,59 16,32 15,76 18,54 16,45a
4 15,31 18,06 16,25 15,63 19,02 16,85a
6 16,55 14,82 17,29 14,84 18,27 16,35a
8 15,03 15,24 16,18 16,98 16,28 15,94a
10 16,69 17,41 16,85 16,09 16,97 16,80a
12 15,96 17,79 18,21 17,79 17,78 17,51a
16 16,53 15,06 15,33 15,85 17,72 16,10a
20 15,85 14,09 16,35 14,57 15,73 15,32a
24 12,88 11,15 12,34 11,55 11,94 11,97c

Médias 15,44ab 15,30ab 15,95ab 15,20b 16,69a

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. Medias
seguidas de letras distintas mindscula na linha e maitscula na coluna representam diferenca pelo
teste SNK (P<0,05). CV propionato (%)= 16,43.

! Coleta imediatamente anterior ao fornecimento da alimentacéo.

As medias encontradas dos valores de propionato, em mMol/100mL foram
inferiores aos encontrados por Donkin, 2008, que nas dietas de 0, 5 e 10% de incluséo
de glicerol obtiveram valores de 18,1, 10,2 e 20,1 mMol de propionato,
respectivamente. No entanto no experimento de Donkin, que utiizou glicerol purificado

e avaliou os AGVs obtidos da fermentacéo in vitro, ndo foi observada diferenca entre
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estas trés percentagens de inclusdo. No presente experimento foi observado um aumento
na producédo do propionato na dieta com 10% de incluséo de glicerina bruta, no entanto
este aumento ndo foi linear, dada a observagdo dos resultados da dieta com 7,5% de
inclusédo, o que leva a resultados inconclusivos em relagdo a producdo de propionato no

rumen dos animais, o que também pode ser observado na tabela x a seguir.

Tabela 13 — Efeito dos niveis crescentes de glicerina bruta em substituicdo ao milho
sobre a propor¢do molar de propionato (%) no rimen de novilhas mesticas em
funcdo do tempo apds alimentacdo da manha.

% molar de propionato no rimen

Hora(h) 0% 2,5% 5% 7,5% 10%  Meédias
ot 26,92 26,83 27,35 27,51 2802  27,33¢
2 28,7 29,59 29,31 29,16 29,76 29,30a
4 29,43 29,4 29,07 29,04 3034  2946a
6 29,1 28,7 27,94 28,42 29,12 28,66ab
8 28,86 28,25 27,96 28,06 30,37 28,70ab
10 28,76 27,54 27,99 28,33 2051  28,43ab
12 28,78 27,82 28,29 28,26 29,26 28,48ab
16 27,68 27,68 27,24 27,17 28,94 27,74bc
20 27,49 26,75 26,04 27,3 28,5 27,22¢
24 27,31 26,83 26,49 26,14 27,1 26,77¢c

Médias  28,30ab 27,94b 27,77h 27,94b 29,09

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. Medias
seguidas de letras distintas minGscula na linha e maidscula na coluna representam diferenca pelo
teste SNK (P<0,05). CV (%) =5,19.

! Coleta imediatamente anterior ao fornecimento da alimentagéo.

Os valores de propionato ficaram dentro do esperado de acordo com Silva e
Ledo (1979) segundo os quais as faixas de normalidade para as propor¢des molares do
propionato de variam de 16 a 27 %. Houve um pico na proporgdo de propionato no
periodo de 2 a 4 horas ap0s a alimentagdo matinal, Segundo Donkin (2008), o glicerol é
fermentado no rimen a acidos graxos de cadeia curta, de modo que 50 a 70% do
glicerol desaparecem do rimen em 4 horas, levando a um aumento na producdo de

propionato.
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Tabela 14: Efeito dos niveis crescentes de glicerina bruta sobre a concentracao
(mMol/100 mL) de butirato no ramen de novilhas mesticas em funcdo do
tempo apds alimentacdo da manha.

Concentracdo Ruminal de Butirato

Hora (h) 0% 2,5% 5% 7,5% 10% Médias
ot 11,24 10,11 11,82 9,6 11,76 10,91bc
2 9,99 11,31 11,84 12,5 15,31 12,19ab
4 9,98 12,94 13,4 12,64 15,36 12,86ab
6 11,94 11,45 16,4 13,04 17,16 14,00a
8 9,63 11 12,25 15,37 13,44 12,34ab
10 12,28 13,37 15,31 14,89 14,18 14,01a
12 11,41 14,68 15,66 16,01 16,33 14,82a
16 12,39 11,78 13,01 14,38 14,36 13,18ab
20 12,3 11,39 15,49 12,39 12,51 12,82ab
24 9,47 8,28 10,74 9,6 9,95 9,61c

Médias 11,06¢ 11,63bc 13,59 13,04ab 14,043

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. Medias
seguidas de letras distintas minGscula na linha e maidscula na coluna representam diferenca pelo
teste SNK (P<0,05). CV butirato (%)= 24,22.

! Coleta imediatamente anterior ao fornecimento da alimentacéo.

Tabela 15: Efeito dos niveis crescentes de glicerina bruta em substituicdo ao milho
sobre a propor¢do molar de butirato (%) no rimen de novilhas mesticas em
funcdo do tempo apds alimentacdo da manha.

% molar de butirato no rimen

Hora (h) 0% 2,5% 9% 7,5% 10% Médias
o 20,46 21,24 22,11 20,68 22,52 21,40ab
2 19,2 20,01 21,21 23,15 23,99 21,51ab
4 19,51 20,94 23,82 23,57 24,45 22,46ab
6 20,73 21,77 26,02 24,75 27,13 24,08a
8 18,93 20,22 21,55 25,24 25,06 22,20ab
10 20,59 21,4 25,38 25,87 24,81 23,61ab
12 20,69 22,84 24,15 25,67 26,11 23,89ab
16 20,61 21,96 23,25 24,98 23,86 22,93ab
20 21,31 21,58 24,51 23,19 22,94 22,71ab
24 19,98 19,61 22,92 21,6 22,6 21,34b

Médias 20,20b 21,16b 23,49 23,87a 24,35a

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. Medias
seguidas de letras distintas minGscula na linha e maidscula na coluna representam diferenca pelo
teste SNK (P<0,05). CV (%)= 13,79.

! Coleta imediatamente anterior ao fornecimento da alimentaco.
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Percebe-se na tabela 15 que a proporcao molar do butirato no ramen foi alterada
quando se variou a percentagem de inclusdo de glicerina bruta na dieta, sendo a
diferenga significativa (P<0,05) a partir da inclusdo de 5% de glicerina bruta na matéria
seca da dieta. A partir desta percentagem de inclusdo, houve uma maior proporcdo de
butirato

Vaérios estudos tém demonstrado que a fermentagdo ruminal de glicerol resulta
na producdo de &cidos graxos volateis, com producdo mais proeminente de propionato e
butirato (Hess et al., 2008).

Wang et al. (2009), em estudo realizado com gado Simental alimentados com
60% de palha de milho e 40% de concentrado, observaram que a suplementacdo com
100, 200 e 300 g/dia de glicerol melhorou o padréo de fermentac&o ruminal, diminuindo
a proporcao acetato:propionato, de maneira semelhante com o que ocorreu neste estudo,
em que houve uma reducdo na proporcdo de acetato e um aumento no propionato
quando comparando as dietas com até 10% de inclusdo de glicerina bruta com as dietas
controle.

Avila et.al., 2006 realizaram um estudo utilizando quantidades crescentes de
glicerol submetidas a fermentacdo in vitro, em substituicdo a grdos de cevada (as
quantidades de glicerol utilizadas foram 0, 70, 140 e 210g/kg da matéria seca da dieta).
No estudo, como foi observado no presente experimento, a producdo total de Acidos
Graxos Volateis (AGV) ndo foi alterada pela inclusdo de glicerol na dieta. Efeitos do
glicerol no perfil de fermentacdo parecem diferir de acordo com a degradabilidade da
dieta. Por exemplo, o glicerol aumentou a producdo de AGV quando misturado com
celulose, mas ndo com amido (Remédnd et. al., 1993). Wang et. al. (2009) aumentou a
concentracdo de AGV em novilhos adicionando pequenas quantidades de glicerol (1,1;
2,2 e 3,3g/kg MS) a dietas com grande quantidade de volumoso, o que foi
principalmente atribuido as concentracfes aumentadas de propionato e butirato no AGV
total. A substituicdo da cevada por glicerol aumentou a producéo in vitro de propionato
no estudo, mas ndo afetou a concentracao in vitro de metano (CHy,).

No trabalho conduzido por Abo El-Nor et.al., em 2010 utilizado fermentadoras
continuas para avaliar dietas com 0, 36, 72 e 108g gicerol/kg MS ( equivalente a 0; 3,6;
7,2; e 10,8 % glicerol na MS) substituindo o milho no concentrado de dietas baseadas
em feno de alfafa e concentrado, foi observado que além de néo ter havido efeito no pH
e N-NH; com a inclusdo de glicerol, a propor¢do molar de acetato diminuiu, enquanto

que a proporcdo de butirato aumentou nas dietas com glicerol, assim como foi
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observado no presente estudo. O aumento da propor¢do molar de butirato ao se utilizar
glicerol foi também encontrado nos estudos de outros pesquisadores (Czerkawski e
Breckenridge, 1972; Rémond et al., 1993; Wang et al., 2009), que mostraram que 0
propionato e butirato foram os &cidos graxos de cadeia curta principais da fermentacao

de glicerol.

3.3. Taxa de Passagem de liquidos

Os parametros encontrados com a utilizacdo do indicador Co-EDTA aplicado ao
modelo matematico de Colucci, 1990 para a cinética ruminal da fase liquida estdo
apresentados na Tabela 16.

Tabela 16: Pardmetros da cinética de fluxo de liquido no trato gastrointestinal de
novilhas mesticas consumindo dietas contendo niveis crescentes de
glicerina bruta em substituicdo ao milho estimados pelo indicador Co-

EDTA.
Tratamentos

Parametros 0% 2,5% 5% 7,5% 10% Ccv
VR 81,66 92,94 90,51 93,91 98,75 3,03
TMR 9,01 9,41 8,79 9,05 9,81 6,61
TxR 2,69 2,57 2,76 2,66 2,49 6,9
Tx Fluxo 9,14 9,94 10,44 10,41 10,18 11,41
Tx Passagem 11,23 10,71 11,51 11,10 10,39 6,92

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. VR -
Volume ruminal (L); TMR - Tempo médio de retencdo; TR — Tempo de reciclagem (horas);
TXR — Taxa de reciclagem (vezes/dia); Tx Fluxo — Taxa de Fluxo (L/hora); Tx Passagem —
Taxa de passagem da fase liquida (%/hora). As médias analisadas ndo foram significativas para
o teste de Tukey (P>0,05).

Tabela 17: Equacdes de regressdo (ER) para a estimativa da concentragdo do indicador
Co-EDTA no liquido ruminal em funcdo dos niveis crescentes de glicerina
bruta na dieta, com os respectivos coeficientes de determinacéo (R?)

Indicador
Tratamentos ER* R?
0% Yo = 33,77 . el 01139 0,97
2,5% Yoo = 27,71 . 02080 0,96
5% Yeo = 26,61 . g0 0,95
7,5% Yoo = 28,33 . 0109 0,96
10% Yo = 27,41 . 0103 0,95

*Equaces derivada do modelo de Colucci (1984) onde t representa o tempo em horas
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Gréos de cereais sdo protegidos por uma matriz proteica com funcéo estrutural,
que esta densamente concentrada no endosperma vitreo, especialmente no gréo de milho
(Van Soest, 1994). Essa estrutura no milho dificulta a degradacdo e diminui a
digestibilidade do amido no rimen quando comparado com outros cereais (McAllister
etal., 1990).

Krehbiel (2008) sugere que a velocidade de desaparecimento de glicerol no
rimen aumenta em animais previamente adaptados, como foi 0 caso este experimento.
Seria provavel que a inclusdo de glicerina bruta em substituicdo do milho na dieta
afetasse a cinética ruminal do animal, aumentando a taxa de passagem e reduzindo o
volume ruminal e a taxa e reciclagem, devido a sua formula fisica e quimica distinta do
grdo de milho, no entanto isso ndo aconteceu. Este resultado foi semelhante ao que foi
observado no experimento de Serrano, 2011, onde a taxa de passagem de liquidos, o
volume ruminal , o tempo de retencdo e a taxa de reciclagem néo foram influenciados
pelos niveis de glicerina bruta na dieta. Seus valores médios foram de 10,8%/h, 78,8L,
9,6h e 2,6 vezes/dia, respectivamente.

3.4. Taxa de passagem de sélidos

Os parametros encontrados para a cinética ruminal da fase sélida utilizando-se o
indicador Cromo mordente estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18: Pardmetros da cinética de fluxo de particulas no trato gastrointestinal de
novilhas, consumindo dietas contendo niveis crescentes de inclusdo de glicerina
bruta , segundo estimativas obtidas pelo modelo de Grovum e Williams (1973)
com os respectivos coeficientes de variacdo (CV).

Tratamentos
Parametros 0% 2,5% 5% 7,5% 10% CV%
Ky 2,7 35 3,0 3,1 2,5 0,27
K, 7.3 6 5,4 4,9 7,9 0,33
TT 8,4 10,7 7.8 7.8 10,5 33,6
TRR 37,2 28,8 32,5 34,4 57,3 56,9
TRPOS 15,8% 16,3% 18,8  201° 12,5° 31,03
TMR 61,5 55,8 59,0 62,3 80,8 33,0

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta

'k,- Taxa de passagem no rimen (%/h); ko- Taxa de passagem no ceco e colon (%/h); TT —
Tempo de transito (h); TRR - Tempo médio de reten¢do no rimen (h); TRPOS - Tempo médio
de retencdo no pds-rimen (h); TMR - Tempo médio de retencdo no trato gastrointestinal (h).
Médias seguidas de letras distintas na linha representam diferenca pelo teste t (p<0,05).
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A substituicdo do milho da dieta por glicerina bruta, até o valor de 10% de
inclusdo na matéria seca, ndo foi acompanhada de mudancas significativas na taxa de
passagem de solidos. Foi observada uma reducdo no tempo médio de retencdo no pos
ramen quando se forneceu a dieta com 10% de inclusdo de glicerina bruta na matéria
seca, em relacdo a dieta de 7,5%.

Os parametros biologicos da cinética de fluxo de particulas das dietas, estimados
em funcdo dos niveis de glicerina bruta, a partir dos modelos de Grovum e Williams
(1973) apresentaram-se dentro da faixa de valores relatados por Lopes et al. que foram
dados retirados de um experimento de vacas mesti¢as so regime de pastagem de capim
elefante (2003), a saber, de 2,1 a 4,1%/h para ki, e de 3,9 a 11,3%/h para k.

Tabela 19: Equacdes de regressdo (ER) para a estimativa da concentracdo do indicador
(Cr-mordente) nas fezes em funcdo dos niveis crescentes de glicerina bruta
na dieta, com os respectivos coeficientes de determinacéo (R?)

Indicador Cr mordente

Tratamentos ER* R
0% Yo = 708,4 . eF00260(E8S01] _ 708 4 [0073(85916)] 0,96
2'5% YCr — 527’3 . e[—0,0354(t—8,7437)] _ 52713 ) e[—0,06(t—8,7437)J 0’94
5% YCr — 729,6 . e[-0,0306(t-7,8892)J _ 729,6 ) e[-0,0536(t-7,8892)] 0,96
7.5% Yo = 3040,5 . ol-0.0306(t-7,9375)] _ 30405 . ol-0.0493(t-7,9375)] 0,95
10% Yo = 490,5 . el0025LE04749)] _ 4o 5 ol-0.0788(-0,4749)] 0.95
*Equacdes derivada do modelo de Grovum e Wiliams(1973), onde t representa o tempo em
horas.

O ajuste do modelo de Grovum e Williams (1973) apresentados na (Tabela 18)
demonstram que os dados geraram valores de R2 bastante consistentes, todos acima de
94%. De acordo com Owens e Hanson (1992), a ndo-adequacdo do ajuste dos
parametros matematicos aos componentes fisiologicos pode prejudicar o conhecimento
da fisiologia de passagem da dieta pelo trato gastrintestinal, a segregacdo de
subcomponentes da digesta e o0 comportamento do marcador.

A taxa de passagem do alimento no rdmen é uma varidvel de grande
importancia, pois determina o fluxo da digesta pelo trato digestivo. A taxa de passagem
do alimento no rdmen é importante também na regulacdo do consumo, pois, afeta a
utilizacdo de nutrientes, por estar diretamente relacionada ao efeito de enchimento fisico
do ramen, influencia o consumo voluntario de alimentos e, por conseguinte, a

produtividade animal (Van Soest, 1994).
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Ao trabalharem com vacas leiteiras que receberam dieta baseada em silagens de
milho e de alfafa (83% da MS) e suplemento concentrado composto basicamente por
milho laminado e farelo de soja, Colucci et al. (1982) relataram taxas de passagem
ruminal kie ko ruminal, respectivamente, de 6,83 e 15,44 %/h. O valor médio observado
neste experimento para k1 foi de 3,0 e k2 6,0, inferiores aos valores observados por
Colucci e colaboradores. No entanto, a auséncia de diferenca significativa entre os
pardmetros ruminais de taxa de passagem de sdlidos entre a dieta controle e as dietas
com inclusdo crescente de glicerina bruta demonstram que a baixa taxa de passagem
observada néo foi efeito da utilizacdo da glicerina bruta.

Segundo Mertens e Ely (1982), as cinéticas de transito estariam relacionadas,
principalmente, ao nivel de consumo, & forma fisica da dieta, as diferengas na
ruminacdo entre animais, ao tipo de marcador utilizado na determinacdo da curva de
excrecdo fecal, a relagdo volumoso:concentrado e aos fatores climaticos. Shingfield et
al., (2008), verificaram que a medida que aumentava o teor de 6leo vegetal, reduzia
(P<0,05) o k1.

3.5. LIPE® LIQUIDO

O indicador LIPE® LIQUIDO ¢ derivado do indicador de fase sélida LIPE®, e
foi fornecido aos animais da mesma maneira que 0 Co-EDTA. Os resultados das
leituras deste indicador foram aplicados , como foi feito com 0 Co-EDTA, ao modelo de
Faichney (1975) e ao modelo de Colluci (1990) e estdo dispostos nas tabelas 20 e 21.:

Quando se utilizou 0 modelo de Collucci para o LIPE® LIQUIDO, foi percebido
que os parametros indicavam um longo tempo de retencdo da digesta no rimen, taxas de
passagem baixas, baixa taxa de fluxo e de reciclagem, além de um baixo valor de R? das
equacOes. O unico parametro que teve um Coeficiente de Variacdo baixo, e mostrou
valores mais proximos do esperado foi o Volume Ruminal, como demonstrado nas

tabelas:
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Tabela 20: Pardmetros da cinética do conteldo da digesta no trato gastrointestinal de
novilhas, consumindo dietas contendo niveis crescentes de inclusdo de
glicerina bruta , segundo estimativas fornecidas pelo indicador em fase
experimental LIPE® LIQUIDO, aplicado ao modelo de Collucci (1990).

Tratamentos
Parametros 0% 2,5% 5% 7,5% 10% CVv
VR 57,50 57,28 57,78 56,48 56,55 2,4
TMR 296,36 315,57 296,14 253,65 221,92 35,28
TXR 0,092 0,084 0,090 0,102 0,120 44,28
Tx Fluxo 0,212 0,200 0,216 0,248 0,282 41,92
Tx Passagem 0,372 0,348 0,380 0,440 0,498 43,53

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta. VR -
Volume ruminal (L); TR — Tempo de reciclagem (horas); TXxR — Taxa de reciclagem
(vezes/dia); Tx Fluxo — Taxa de Fluxo (L/hora); Tx Passagem — Taxa de passagem da fase
liquida (%/hora). Médias iguais pelo teste F (p>0,05)

Tabela 21: Equacoes de regressao (ER) para a estimativa da concentracao do indicador
(LIPE® LIQUIDO ) no liquido ruminal em funcdo dos niveis crescentes de
glicerina bruta na dieta, com os respectivos coeficientes de determinacéo (R?)

Indicador
Tratamentos ER* R?
0% Yo = 35,15 . 100050 0,14
2,5% Yo = 35,38 . 000270 0,51
5% Yo = 35,02 . 00031 0,29
7,5% Yo = 35,52 . 000420 0,38
10% Yo = 35,28 . gl0:0045) 0,27

*Equacbes derivada do modelo de Colucci (1984) onde t representa o tempo em horas

Os resultados obtidos com o indicador LIPE® LIQUIDO foram portanto
aplicados ao modelo matematico de Faichney, onde mostraram valores mais proximos

da normalidade, como pode ser observado na tabela 22:

64



Tabela 22: - Pardmetros da cinética do contetdo da digesta no trato gastrointestinal de
novilhas, consumindo dietas contendo niveis crescentes de inclusdo de
glicerina bruta , segundo estimativas fornecidas pelo indicador em fase
experimental Lipe, aplicado ao modelo de Faichney (1975)

Tratamentos
Parametros 0% 2,5% 5% 7,5% 10% CVv
TT 19,5 19,5 19,5 19,5 19,5 -
Tx Pass Lipe 10,65 10,65 10,65 10,65 10,65 4,0
TMR Lipe 9,41 941 941 9,41 9,41 4,5

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta
TMR - Tempo médio de retencdo no trato gastrointestinal (h). ); Tx Pass — Taxa de passagem
da fase liquida (%/hora). , TT - Tempo de transito. Médias iguais pelo teste F (p>0,05)

Dado o aparente insucesso da aplicacdo do LIPE® LIQUIDO ao modelo de
Colucci (1990) o indicador foi aplicado a outro modelo matematico utilizado para
estimar a cinética ruminal. Para efeitos de comparacdo, o0 Co-EDTA também foi
submetido a0 mesmo modelo. As médias obtidas com o indicador LIPE® LIQUIDO e
Co-EDTA aplicados ao modelo de Faichney (1975) podem ser visualizadas nas tabela
23 e 24, que mostram os resultados obtidos dos pardmetros Tempo médio de retencao e

Taxa de passagem, respectivamente:

Tabela 23: Tempo médio de retencdo no tratogastrointestinal em novilhas leiteiras
alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de glicerina bruta, estimadas
pelos indicadores (modelo de Faichney, 1975) e Co-EDTA (modelo de
Colucci, 1990)

Tratamentos
TMR 0% 2,5% 5% 7,5% 10%  Media
LIPE® LIQUIDO 10,65 10,42 10,67 10,42 10,19 10,47A
Co-EDTA 9,02 9,41 8,76 9,05 9,81 9,21B
Média 9,84 9,92 9,72 9,74 10,00

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta
TMR - Tempo médio de retencdo no trato gastrointestinal (h). ). Medias seguidas de letras
distintas na coluna representam diferenca pelo teste de Fisher (P<0,05). CV (%)= 7,42.
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Tabela 24: Taxas de passagem em novilhas leiteiras alimentadas com diferentes niveis
de inclus&o de glicerina bruta, estimadas pelos indicadores LIPE® LIQUIDO
(modelo de Faichney, 1975) e Co-EDTA (modelo de Colucci, 1990)

Tratamentos
Tx Passagem 0% 2,5% 5% 7,5% 10%  Media
LIPE® LIQUIDO 9,41 9,61 9,43 9,62 9,81 9,58 B
Co-EDTA 11,23 10,71 11,51 11,1 10,39 10,99 A
Média 10,32 10,16 10,47 10,36 10,10

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta; Tx Pass —
Taxa de passagem (%/hora). Medias seguidas de letras distintas na coluna representam
diferenca pelo teste de Fisher (P<0,05). CV (%)= 7,42.

Ao comparar 0s resultados do tempo médio de retencdo e taxa de passagem
obtidos pelo Co-EDTA
préximos, mas que houve diferenca significativa(P<0,05) nos pardmetros estimados.

e LIPE® LIQUIDO, observa-se que os valores foram

Isso poderia ser indicativo de duas circunstancias: ou os dois indicadores tém dinamicas
diferentes, ou o Lipe Liquido ndo se aplica ao modelo de Faichney.

Com intuito de verificar esta dindmica, uma das observacGes mais pertinentes
quanto ao comportamento do LIPE® LIQUIDO foi observada durante o processamento
dos dados para aplicagdo no modelo matematico de Colucci (1990) Amostras desta

observacao podem ser observadas nas figuras 3 e 4:

3,5 1
3 * * . N .
o 2}5 * * * .
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2 1,5 + Sériel
-
1 y=-0,00821x+2,81874
2
05 - R<=0,08555
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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Figura 3: Grafico de dispersdo com linha de tendéncia e equacdo de regressdo dos valores
obtidos com o indicador LIPE® LIQUIDO ao longo dos tempos de coleta do animal 860,
durante o periodo 1, sob dieta controle.
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Figura 4: Gréafico de dispersdao com linha de tendéncia e equacdo de regressdo dos valores
obtidos com o indicador Co-EDTA ao longo dos tempos de coleta do animal 860, durante o
periodo 1, sob dieta controle

Nos dois graficos de dispersdo € mostrada a quantidade do indicador no liquido
ruminal ao longo dos tempos de coleta, e estas medidas se referem ao mesmo animal, no
mesmo periodo, submetido a dieta controle. Enquanto o indicador Co-EDTA seguiu a
tendéncia habitualmente observada quando se utiliza indicadores em dose pulso, 0
LIPE® LIQUIDO teve uma tendéncia de permanecer constante no liquido ruminal.
Uma hip6tese mais clara foi levantada em relagdo ao comportamento do indicador
LIPE® LIQUIDO:

E possivel que o indicador tenha mantido sua qualidade original de ter a
afinidade pela porcao sélida da digesta, particularmente a fracdo fibrosa do alimento, o
que explicaria os valores obtidos pelo modelo de Faichney (1975); Os valores obtidos
no modelo de Colucci (1990) dos tempo de retencdo foram extremamente altos, mas ao
observar o comportamento do indicador ao longo do tempo. Verificou-se que este
realmente permaneceu constante na digesta ruminal (steady state), portanto o resultado
obtido pelo modelo de Colucci, apesar de incomum, ndo estava incorreto.

O aparecimento do marcador quando fornecido em dose pulso segue o padrdo
de estabilidade, seguida de aumento até um maximo atingido e em seguida um declinio
assintotico. O LIPE® LIQUIDO permaneceu na fase de estabilidade. Isso pode indicar
que o intervalo de tempo de coletas ndo foi suficientemente grande para que se fosse
percebido o seu declinio na digesta ruminal. Quando se utiliza um indicador de fase
solida, ha um longo periodo de coleta devido a dinamica da fase solida. Para o Cr-
mordente, neste experimento, foram 144 tempos de coleta ao longo de 5 dias, enquanto
que no LIPE® LIQUIDO foram somente 10 tempos de coleta ao longo de 24 horas.
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Para visualizacdo dos dados desta hipdtese, compara-se a curva do indicador
LIPE® LIQUIDO ao longo dos tempos de coleta com a curva do Cromo mordente ao
longo das primeiras 24 horas de coleta.
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Figura 5: Visualizagdo dos dados de concentracdo do indicador ao longo dos tempos de coleta
dos indicadores LIPE® LIQUIDO e Cromo mordente, no animal 860 submetido a dieta controle
durante o primeiro periodo do experimento.
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A curva completa do indicador Cromo mordente é visualizada na figura 6:
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Figura 6: Concentragdo do cromo ao longo do tempo (Indicador Cromo mordente) até a Gltima
coleta (144 horas)

Com base nas figuras pode-se visualizar que ao observar somente as primeiras
24 horas de coleta utilizando-se o indicador cromo mordente, na primeira metade dos
tempos o indicador permaneceu constante na sua excrecdo, aproximando-se do
observado com as 24 horas de coleta utilizando-se o LIPE® LIQUIDO.

O declinio assintético sé é observado na curva do cromo a partir de 36 horas de
coleta. Portanto é possivel inferir que a estabilidade observada do indicador LIPE®
LIQUIDO pode ser devida a um longo periodo do steady-state antes do indicador

comecar a ser excretado.
3.6 Estimativas do volume ruminal

No experimento, foi feito o esvaziamento ruminal dos animais, que Serviu como
referéncia para as estimativas do volume ruminal fornecida pelos indicadores LIPE®
LIQUIDO e Co-EDTA. Apesar do Co-EDTA ser um indicador bastante difundido nas
pesquisas com animais, poucos estudos foram realizados com intuito de validar o
indicador comparando suas estimativas com o volume ruminal real. Os dados referéncia

do volume ruminal, obtidos pelo esvaziamento ruminal, foram comparados com as
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estimativas dadas pelos indicadores utilizados no experimento, como pode ser

visualizado nas tabelas 25, 26 e 27:

Tabela 25: Volume ruminal da digesta total e estimativas pelos indicadores LIPE®
LIQUIDO e Co-EDTA em novilhas leiteiras recebendo dietas com diferentes
niveis de inclusdo de glicerina bruta.

Tratamentos
VR 0% 2,5% 5% 7,5% 10%  Media
Referéncia 77,4 80,46 75,4 80,2 81,42 78,98B
LIPE® LIQUIDO 59,17 59,66 58,84 58,35 589 58,98C
Co-EDTA 81,66 9294 9051 9391 98,75 9155A
Média 72,74 7769 7492 7749 79,69

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta; VR
(volume ruminal em litros obtido pelos diferentes métodos. Medias seguidas de letras distintas
na coluna representam diferenca pelo teste SNK (P<0,05). CV (%)= 10,25.

Tabela 26: Volume ruminal da fragdo liquida e estimativas pelos indicadores LIPE®
LIQUIDO e Co-EDTA em novilhas leiteiras recebendo dietas com diferentes
niveis de inclusdo de glicerina bruta.

Tratamentos
VR liquido 0% 2,5% 5% 7,5% 10%  Media
Esvaziamento 24,6 25,8 24,7 20,2 22,4 2354 C
LIPE® LIQUIDO 59,17 59,66 58,84 58,35 58,9 58,98B
Co-EDTA 81,66 92,94 90,51 9391 98,75 9155A
Média 55,14 59,47 58,02 57,49 60,02

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta; VR
(volume ruminal em litros obtido pelos diferentes métodos. Medias seguidas de letras distintas
na coluna representam diferenga pelo teste SNK (P<0,05). CV (%)= 12,40.
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Tabela 27: Volume ruminal da fragdo solida e estimativas pelos indicadores LIPE®
LIQUIDO e Co-EDTA em novilhas leiteiras recebendo dietas com diferentes
niveis de inclusdo de glicerina bruta.

Tratamentos
VR sélido 0% 2,5% 5% 7,5% 10%  Média
Esvaziamento 54,8 54,7 63,9 56,56 49,76 55,94B
LIPE® LIQUIDO 59,17 59,66 58,84 58,35 589  58,98B
Co-EDTA 81,66 9294 9051 9391 98,75 9155A
Média 65,21 69,10 71,08 69,61 69,14

0%, 2,5%, 5%, 7,5% e 10% = Niveis de inclusdo da glicerina bruta na MS da dieta; VR
(volume ruminal em litros obtido pelos diferentes métodos. Medias seguidas de letras distintas
na coluna representam diferenga pelo teste SNK (P<0,05). CV (%)= 11,89.

Nas tabelas 26 e 27, pode-se observar os valores de VR liquido e sélido obtidos
com o método de referéncia e com os indicadores Co-EDTA e LIPE® LIQUIDO .

O que se observou foi a similaridade entre os valores obtidos com 0 método de
esvaziamento ruminal e com o LIPE® LIQUIDO, e o indicador Co-EDTA
superestimando o volume ruminal da fracdo sélida da digesta. Estes resultados reforcam
a hip6tese sugerida para 0 comportamento do indicador experimental LIPE® LIQUIDO
como indicador de fase sélida, e encorajam futuros testes mais minuciosos para sua
validacao.

No presente experimento, a utilizacdo do Co-EDTA em conjunto com o
indicador experimental LIPE® LIQUIDO foi essencial principalmente para se ter um
método referencial que permitisse a certeza de fornecimento e coletas bem sucedidas,
estabelecendo uma curva de recuperacdo do indicador ao longo do tempo que fosse
condizente com a literatura, portanto descartando a possibilidade de erros em varias
partes dos procedimentos.

A utilizacdo de indicadores para estimar parametros ruminais sempre foi feita
relevando-se a alta variacao das respostas zootécnicas, as possibilidades de falhas como
a ndo-homogeinizacdo do indicador na digesta ruminal, e também a sua afinidade por
fracOes especificas da digesta. O Co-EDTA vem sido utilizado quase sem
questionamento quanto a sua real afinidade pelas fracbes da digesta, com poucos
estudos dedicados a sua validacdo. Ha alguns relatos na literatura sobre o Co-EDTA
superestimar o volume ruminal (Burger et al., 2000; Daniel et al., 2007). No entanto, a
inexatiddo a niveis estatisticos ndo invalida a utilizagdo do Co-EDTA em experimentos

com animais. A literatura fornece uma grande quantidade de estudos utilizando o Co-
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EDTA, o que permite a eficiente comparacdo dos resultados obtidos em varios
diferentes experimentos, que ndo seriam prejudicados com um maior aprofundamento
na natureza da interacdo dos indicadores com a digesta.

A observacdo do sucesso do LIPE® LIQUIDO em estimar o volume ruminal
solido também foi uma resolucdo para o aparente paradoxo que ocorreu quando o
indicador foi aplicado ao modelo matematico de Colucci. Enquanto todos os outros
parametros apresentaram valores aparentemente anormais, fenbmeno posteriormente
explicado pelo tempo limitado de coletas do indicador, que permitiu a observagédo
somente da sua fase de estabilidade, o parametro VVolume Ruminal permaneceu bastante
normalizado, com Coeficiente de Variacdo baixo. Isso ocorreu pois este é o Unico valor
no modelo matematico que ndo é calculado de maneira tempo-dependente. Portanto
pode-se dizer que modelo e indicador ndo sdo incompativeis, e em pesquisas futuras o
LIPE® LIQUIDO ainda pode ser aplicado as formulas de Colucci(1990)

3.7 Consideragdes finais:

Na literatura ainda ha uma caréncia de estudos que fizeram a analise da cinética
digestiva em animais alimentados com glicerina bruta e glicerol, de forma que s&o
recomendados mais experimentos com estas substancias, e também com percentagens
de inclusdo mais extremas, para que se tirem mais conclusdes sobre o efeito da glicerina
bruta nestes parametros ruminais.

Embora o experimento tenha utilizado novilhas leiteiras mesticas, que néo
estavam, portanto, com uma producdo viavel de ser medida como ocorre com a
mensuracdo de producdo de leite ou de carne, é importante avaliar a viabilidade
financeira da substituicdo do milho pela glicerina bruta em bovinos. Recomenda-se que
mais estudos sejam feitos com animais em plena producdo para que se possa avaliar o

impacto econdmico da substituicdo do milho por glicerina bruta.
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4. Conclusodes

A glicerina bruta em percentagens de inclusdo de até 10% da matéria seca da
dieta de novilhas leiteiras submetidas a dieta baseada em silagem de milho, ndo causou
alteracbes na ingestdo de matéria seca dos animais. Nao foram observados efeitos
deletérios no ambiente ruminal dos animais. Alteracdes no perfil de &cidos graxos
volateis observadas foram um aumento na propor¢do de butirato, acompanhado de um
declinio na proporcdo de acetato. O pH e o Nitrogénio amoniacal permaneceram
estabilizados e dentro de pardmetros normais para bovinos sob todos os tratamentos.

A cinética tanto de liquidos como de so6lidos ndo demonstrou alteracdo entre a
dieta controle e as dietas com até 10% de glicerina bruta, demonstrando que ndo houve
alteracdo na cinética digestiva dos animais induzida pela inclusdo do alimento.

Resultados observados com o indicador experimental LIPE® LIQUIDO
apontam para uma provavel utilizacdo como indicador da cinética da fase solida da

digesta, mas serdo necessarios mais experimentos.
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