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RESUMO
Objetivou-se avaliar o efeito da glicerina em substitui¢do a fontes forrageiras usuais na
dieta de ruminantes. Através dos pardmetros de producdo de gds, com a degradabilidade
ruminal, teor de pH, producdo de gés total, producdo dos 4cidos graxos volateis, teor de
nitrogénio amoniacal de quatro espécies forrageiras sobre o efeito de substituicdo com o
subproduto do biodiesel, a glicerina, mediante o uso da técnica semi automadtica da
producdo de gases in vitro, usando um delineamento estatistico com 4 tratamentos e 4
repeticoes. Os tratamentos foram a substituicdo da glicerina pelos niveis crescentes 0%,
30%, 50% e 70% das forragens: capim elefante, cana-de-agicar, silagem de milho e
capim Brachiaria. Dentro dos niveis de glicerina, quanto maior foi a sua substituicao
maior foi a Degradabilidade da matéria seca. As médias da producdo de gas total para a
cana-de-acticar e capim elefante oscilaram entre os niveis, que obteve valores maiores
para o nivel de 50%. A mitigacdo de metano neste estudo sobre o efeito da glicerina com
o capim Brachiaria proporcionou um efeito positivo ao ambiente. O capim Brachiaria e o
capim elefante desempenharam para as varidveis de producdo do metano, dioxido de
carbono e Nitrogénio Amoniacal um efeito positivo sobre a qualidade da forragem com a
glicerina. A produg¢do de acetato, com a adi¢@o da glicerina os valores decresceram, com
excecdo do capim elefante, que aumentou seus percentuais até o nivel de 50%. O
aumento das quantidades de dcido butirico e propionico pode ocorre quando a dieta é
rica em cereais. A glicerina pode ser recomendada 4 30%, com base na matéria seca € o
capim Brachiaria e o capim elefante desempenharam, respectivamente, um grande
aproveitamento sobre o efeito da glicerina. E o capim elefante desempenhou um efeito
positivo sobre a qualidade da forragem com a glicerina, para a producdo dos Acidos

Graxos Volateis.

Palavras-chave: glicerol, degradabilidade, AGVs, CH4, NNH3, ruminantes.



ABSTRACT
This study aimed to evaluate the effect of glycerin instead to usual fodder sources in the
diet of ruminants. Through the parameters of gas production with rumen degradability,
pH value, the total gas production, production of volatile fatty acids, ammonia nitrogen
content of four forage species on the effect of substitution with the byproduct of
biodiesel, glycerin, through the use of semi- automated technique of gas production in
vitro is using a statistical design with 4 treatments and 4 replicates. The treatments were
the replacement of glycerin by increasing levels 0%, 30% 50% and 70% of the forage:
Elephant Grass, cane sugar, corn silage and Brachiaria grass. Within the levels of
glycerin, the higher the higher its replacement was dry matter degradability. The meaus
of the total gas production for the sugar cane and elephant grass fluctuated between
levels, which showed higher values for the 50% level. The methane mitigation this study
the effect of glycerin Brachiaria provided with a positive effect to the environment. The
Brachiaria and Elephant grass played for the variables of production of methane, carbon
dioxide and ammonia nitrogen a positive effect on the quality of the forage with
glycerin. The production of acetate, with the addition of glycerin values decreased, with
the exception of Elephant grass, which increased their percentage to the level of 50%.
Increasing amounts of butyric and propionic acid can occur when the diet is rich in
cereals. Glycerin can be recommended to 30%, based on dry matter of Elephant and
Brachiaria grass and played, respectively, great use of the effect of glycerin. And the
elephant grass has had a positive effect on forage quality with glycerin, for the

production of volatile fatty acids.

Keywords: glycerol, degradability, VFA, CH4, NNH3, ruminants.
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INTRODUCAO

A producido de biodiesel € caracterizada pela producio de diversos coprodutos,
dentre estes a glicerina. No Brasil atualmente é consumido 55,9 bilhdes de litros de dleo
diesel anualmente (ANP, 2013), e junto a isso com adicdo de 5%, o setor devera
produzir 2,25 bilhdes de litros de biodiesel e colocard no mercado aproximadamente 225
milhdes de litros de glicerina (Moreira et al., 2003). Estima-se que somente no ano de
2011 tenham sido geradas mais de 264.000 toneladas de glicerina no Brasil (ANP 2012).

Comercialmente a glicerina possui varios niveis e designacdes disponiveis no
mercado, que diferem quanto ao conteido de glicerol, élcool, catalisadores, 4cidos
graxos, saboes, cor e odor (Mota et al., 2009). No meio ambiente o glicerol ou glicerina
pode ser encontrado nas formas de triglicerideos em 6leos vegetais e gorduras animais.
No Brasil, a utilizacdo da glicerina como aditivo na alimentagdo humana e animal &
assegurada pela resolucio n° 386 de 5 de Agosto de 1999 (Costenaro, 2009).

A glicerina na alimentacdo de ruminantes obteve um crescente aumento nos
ultimos anos, vista a expansao das plantas industriais do biodiesel e o excedente deste
coproduto no mercado (Ajanovic, 2011; Fapri, 2011). Na dieta de ruminantes, €
classificada como uma fonte energética assimildvel pelos microrganismos da flora
ruminal e metabolizada no figado, que ao ser disponibilizado para o ruminante, a
glicerina € rapidamente utilizada pelos microrganismos ruminais na formacao de acidos
graxos de cadeia curta — AGCC (Defrain et al., 2004; Abo El-Nor et al., 2010).

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (2010) autorizou o uso
da glicerina como insumo para alimentacao animal e estabeleceu um padrao minimo de
qualidade, como: glicerol (minimo de 800g/kg); umidade (maximo 130g/kg); metanol
(maximo 159 mg/kg) e s6dio e matéria mineral (valores garantidos pelo fabricante g/kg,
podendo variar pelo processo produtivo). E o Food and Drug Administration (FDA,
2010) recomenda que os niveis adequados de metanol na glicerina bruta sejam inferiores
a 0,5%. O nivel adequado de glicerina na dieta deve ser ainda estudado, pois o seu
crescente uso € impulsionado, apresentado pelas qualidades nutricionais implicitas que a
glicerina, subproduto do biodiesel, introduz a alimentagdo.

Verificaram-se em estudos, os niveis de glicerina integrados a dietas sofreram
variacdes e desempenharam uma caracteristica semelhante a outras fontes alimentares,
de acordo com Mach et al. (2009), trabalhando com 4 niveis de glicerina (0, 4, 8 e 12%)
em dietas para touros holandeses, observaram que a inclusao de até 12% de glicerina na

dieta ndo apresentou efeitos negativos sobre o desempenho dos animais. Segundo Gunn
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et al. (2010) a adicao de até 15% de glicerina bruta nas dietas de cordeiros machos nao
influenciou de forma negativa o desempenho animal. Ilse et al., (2009), a inclusdo de O,
6, 12, e 18% de glicerina na dieta de bovinos confinados ndo influenciou o peso vivo
final, ganho médio didrio e a eficiéncia alimentar. Entretanto, o consumo de matéria
seca diminuiu linearmente com dias de confinamento.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da glicerina em substitui¢do a

fontes forrageiras usuais na dieta de ruminantes.
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CAPITULO 1

Degradabilidade, pH ruminal in vitro e producgdo de gés total da glicerina em substitui¢do de
diferentes forragens para uso na alimentacao de ruminantes

Rumen degradability and pH in vitro and gas production total of glycerin instead of different
fodder for use in cattle feed

Livia Soares Silva'; Aderbal Marcos Azevedo Silva%;, Leilson Rocha Bezerra®; Heloisa
Carneiro®

Resumo

Objetivou-se avaliar a qualidade nutricional através dos parimetros de producdo de gds com a
degradabilidade ruminal, teor de pH e a producdo de gds total de quatro espécies forrageiras
sobre o efeito de substituicio com o coproduto do biodiesel, a glicerina, mediante o uso da
técnica semi automadtica da produgdo de gases in vitro, usando um delineamento estatistico com
4 tratamentos e 4 repeticdes. Os tratamentos foram a substitui¢do da glicerina pelos niveis
crescentes 0%, 30%, 50% e 70% das forragens: capim elefante, cana-de-acucar, silagem de
milho e capim brachiaria. Dentro dos niveis de glicerina, quanto maior foi a sua substituicao
maior foi a degradabilidade da matéria seca, observando que no nivel de 30% os valores
variaram de 64,34 a 67,71 %, quanto ao nivel de 50% os valores apresentados variaram de 71,78
a 77,28, e no nivel de 70% os valores foram de 82,93 e 86,00%. As médias da producgdo de gds
total para a cana-de-agtiicar e capim elefante oscilaram entre os niveis, que obteve valores
maiores para o nivel de 50%, com 85,54 e 169,13 mL, respectivamente, € o menor valor ao nivel
de 70% para a cana-de-agicar 67,940 mL. A silagem de milho e o capim brachiaria
apresentaram em aumento crescente a cada nivel de ingestdo do substrato, aos niveis de 30%,
50% e 70% da glicerina. A glicerina pode ser recomendada 4 30%, com base na matéria seca € o
capim brachiaria e o capim elefante desempenharam, respectivamente, um grande
aproveitamento sobre o efeito da glicerina. Palavras-chave: glicerol, suplemento energético,
alimentacdo animal, ruminantes.

Abstract

This study aimed to evaluate the nutritional quality through the parameters of gas production
with rumen degradability, pH value and the total gas production from four forages on the effect
of substitution with the byproduct of biodiesel, glycerin, by using semi automatic technique of
in vitro gas production, using a statistical design with 4 treatments and 4 replications. The
treatments have been the replacement of glycerin by levels increasing of 0%, 30%, 50% and
70% of the forage: elephant grass, sugar cane, corn silage and grass Brachiaria. Within levels of
glycerin , the greater was their biggest substitution was the degradability of dry matter, noting
that the level of 30% values ranged from 64.34 to 67.71%, the level of 50% the values presented
ranged from 71.78 to 77.28, and the level of 70% values were 82.93% and 86.00% . The
averages of the total gas production for the sugar cane and elephant grass fluctuated between
levels, which showed higher values for the level of 50%, with 85.54 and 169.13 mL,
respectively, and lowest level of 70 % for the cane sugar 67.940 mL. Corn silage and grass
Brachiaria presented in rising every level of intake of the substrate, the levels of 30%, 50% and

! Mestranda do programa de pés-graduagio em zootecnia — UFCG, Patos/PB, Brasil, Rua Luzia Ferreira Leitdo -108,
Patos/PB. E-mail: livia.gbal8 @gmail.com.

2 Prof. Dr. da Universidade Federal de Campina Grande , Centro de Satide e Tecnologia Rural , Patos , Paraiba
UFCG, Brasil, e-mail: aderbal @pg.cnpq.br.

3 Prof. Dr. da Universidade Federal do Piaui, Campus Professora Cinobelina Elvas, Bom Jesus, Piaui, UFPI, Brasil,
email: leilsonl @ufpi.edu.br.

* Dr* da Embrapa Gado de Leite, Minas Gerais, e-mail:
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70% glycerin increased. Glycerin can be recommended to 30%, based on dry matter and
Brachiaria grass and elephant grass played, respectively, great use of the effect of glycerin.
Keywords: glycerol, energy supplement, animal feeding, ruminants.

Introducao

A investigacdo da qualidade dos alimentos fornecidos aos animais de producdo tem
evoluido consideravelmente nos tltimos anos, uma vez que disso depende a produtividade e
lucratividade do negécio. A introdugdo de novos alimentos como os coprodutos da agroinddstria
do biodiesel, tem contribuido para uma maior disponibilidade de matéria seca para os animais,
principalmente nas épocas de estiagem quando hd escassez de alimento.

Na cadeia produtiva para obten¢@o do biodiesel, a partir da reagdo de transesterificacao,
obtém-se a glicerina, que é considerada um subproduto do biodiesel. Para produgdo do biodiesel
dentre as matérias prima utilizadas estdo as fontes oleaginosas, como baga de mamona (Ricinus
communis), nabo forrageiro (Raphanus sativus), girassol (Helianthus annuus), caroco de
algoddo (Gossypium SSP. L.), sementes de canola (Brassica napus), girassol Preto (Helianthus
annus L.), moringa (Moringa oleifeira), pinhdo manso (Jatropha curcas) e soja (Glycine max).

Com o avango do programa nacional do biodiesel, em 2011 foram fabricados 2,6
bilhdes de litros do biocombustivel, e o volume gerado de glicerina é enorme e muito acima da
demanda, que atingiu cerca de 260 mil toneladas apenas como subproduto do biodiesel, volume
quase oito vezes superior a demanda, estimada em cerca de 40 mil toneladas (VASCONCELOS,
2012).

A utilizagdo da glicerina bruta na alimentacdo animal € viabilizada pelo seu valor
energético, que quando metabolizada desempenha um papel vital e importante no componente
estrutural dos triglicerideos e fosfolipidios. O uso da glicerina na alimenta¢do de bovinos vem
sendo estudado ha algum tempo, demonstrando com sua utilizacdo efeitos benéficos a saide do
animal, através da prevencdo de doencas, como a Cetose, onde no rimen a glicerina se
transforma em um precursor de glicose (CLEEF et al., 2014). Aliado a isso, o aspecto
econdmico, em que a introducdo de alimentos ndo convencionais com caracteristicas que
favorecam a mitigacdo do CH4 e consequentemente menos impactos ambientais sdo atualmente
pré-requisitos em projetos financiados que beneficiam a estruturacdo do sistema produtivo
desses animais e contribuem com o desenvolvimento das diversas cadeias produtivas (XIN e
YU, 2013).

Na inclusdo da glicerina, recomenda-se inicialmente o uso de 5 a 8% na matéria seca da
dieta, objetivando prevenir distirbios metabdlicos referentes ao periodo de transi¢do da dieta.
Quando inseridos 10% ou mais de glicerina na matéria seca da dieta em substituicdo aos graos
em vacas leiteiras, verificou-se que ndo houve efeito sobre a producio e qualidade do leite, pois
a glicerina apresentou o mesmo teor de energia na matéria seca do milho, funcionando como um

ingrediente em potencial (FAVARO, 2010).
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Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo da glicerina em substituicdo a
fontes forrageiras usuais na dieta de ruminantes sobre a degradabilidade e o pH ruminal e a

producdo total de gases.

Material e Métodos

2.1. Local, amostragem das forragens e do coproduto

A pesquisa foi desenvolvida no Campo Experimental de Coronel Pacheco, Minas
Gerais, de propriedade da Embrapa Gado de Leite — CNPGL, na regido da Zona da Mata.

No experimento foram utilizadas quatro fontes de espécies forrageiras, sendo elas o
capim elefante, a silagem de milho, o capim brachiaria e cana de agicar, proveniente da
producdo no campo experimental da Embrapa em Coronel Pacheco em Minas Gerais. Além
destes, o coproduto glicerina oriundo das industrias de processamento ou/e da extracdo de 6leo
vegetal para a producdo de biodiesel, onde foram coletadas aproximadamente, 300g de amostra.
Posteriormente, as amostras foram levadas para o laboratério de apoio, onde foram embaladas e
armazenadas, permanecendo refrigeradas a 10°C aguardando o inicio das andlises.

Posteriormente as amostras foram descongeladas, pré-secas em estufa de ventilacdo
forcada a 55°C, durante 72 horas, moidas em moinho do tipo Wiley dotado de peneira de 5 mm,
acondicionadas em sacos plasticos, previamente identificados e seguidas para Laboratério de
Andlise de Alimentos da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, MG.

No laboratério, as amostras referentes a cada uma das forragens e as do coproduto
estudado, foram misturadas e homogeneizadas para constituirem uma unica amostra. Desta
amostra, uma porcdo (100g) foi destinada as andlises quimicas e o restante do material
amostrado foi conduzido para formulacao das dietas.

Foi adotada uma formulagao descriminada para avaliacdo do nivel de glicerina na dieta,
em substituicdo das forragens pelo coproduto, com uma relagdo 100/0, 70/30, 50/50 e 30/70%
entre volumoso e glicerina, respectivamente.

2.2. Determinacdes da composicio quimica

As andlises laboratoriais para determinagdo da composicdo quimica, digestibilidade e
técnica de producdo de gds foram realizadas no laboratério de andlise de alimentos da Embrapa
Gado de Leite, em Juiz de Fora, MG.

As determinacdes da composicdo quimica iniciaram apds a formulagdo e identificacdo
das amostras, onde foi realizada uma pré-secagem em estufa de ventilacdo forcada a 55°C,
durante 48 horas, seguido pela moagem em moinho do tipo wiley dotado de peneira Imm para
execucdo das analises.

As amostras foram submetidas as analises quimica para determina¢des de: matéria seca

(MS) em estufa a 105°C, fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA)
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proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), lignina (LIG) e as cinzas (CZ), segundo Silva e Queiroz
(2002). Para os célculos de obtencdo dos carboidratos totais (CT), aplicou-se a equacdo CT =
100 — (PB% + EE%+ Cinzas%), descrita por Sniffen et. al. (1992). A amostra da glicerina foi
submetida as analises quimica para determinacdes de glicerol, umidade, cinzas, 6leo, metanol,
sodio (Na), fésforo (P), potdssio (Ca).

2.3. Ensaio in vitro de digestibilidade

O ensaio de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foi utilizada a metodologia
de Tilley e Terry (1963). Para obtencdo da digestibilidade in vitro foram utilizados 3 bovinos
fistulados. O conteddo ruminal foi coletado pela manhd, sendo transferidos para garrafas
térmicas previamente aquecidas a 39°C e levados imediatamente ao laboratério. No laboratério
o liquido ruminal foi filtrado, utilizando peneira fina. Posteriormente, foi adicionado ao liquido
de rimen a solu¢do mineral tampao mantendo em banho maria a 39°C com injecéo continua de
CO,. Em seguida as amostras foram encaminhadas ao incubador, permanecendo em estado de
rotagdo por 72 horas. Dentro das 48 horas foi adicionado aos incubadores os peptideos, agindo
como um composto intermediario para a acdo dos microrganismos.

2.4. Ensaio in vitro de producao de gases

No ensaio para determinar a producdo de gis foram pesados 0,5g de matéria seca (MS)
da amostra, introduzidos para um saco de ANKOM®(F57) com 6 repeti¢des por tratamento,
selados e colocados dentro de frascos de vidro de soro do tipo cor-dmbar de 50 ml, previamente
lavados com 4gua destilada, secos em estufa e identificados.

Em seguida foi feita a coleta do contetido ruminal, de trés vacas holandesas, com peso
médio de 600kg, fistuladas no rumem, transferindo o material para garrafas térmicas
previamente aquecidas a 39°C e levados rapidamente ao laboratério onde o contetddo ruminal foi
homogeneizado e filtrado em tecido de algoddo, permanecendo em banho-maria a 39°C sob
saturacdo de CO», posteriormente, foi adicionada as solugdes, tampao, macro € micro minerais,
resazurina € o meio B. Para preparacdo do meio de cultura utilizou-se preparo do conteido
ruminal e solucdo tampao, em propor¢do 5:1 (VITTI et al. 1999).

Foi transferindo o inoculo (30 ml) para frascos de incubacfo, totalizando 102 frascos
sendo seis repeticdes para cada tratamento, dos quais seis eram do grupo controle (brancos) que
tiveram a funcdo de determinar a producio de gis proveniente do conteddo ruminal para futuras
correcdes da produgdo liquida de gases. Posteriormente foram lacrados e colocados em uma
incubadora de agitador orbital cremalheira, fixado em 120 oscila¢des por minuto, a 39°C.

Os parametros de producdo de gases in vitro de cada frasco foram medidos as 3, 6, 12,
24, e 48 horas apds a incubacgdo utilizando um aparelho semiautomético de deslocamento de
dgua graduado em ml. Ao completar as 48 horas da incubagio os sacos de ANKOM © com as

forragens foram removidas e introduzidas no gelo, para interromper a fermentacio, e em seguida
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lavados com &dgua abundante e secos em estufa a 55°C durante 48 horas. Apds este processo
determinouse a degradabilidade aparente da matéria seca (DAMS) obtida pela diferenga entre o
peso da matéria seca da amostra e o peso apds o processo de incubagdo. Posteriormente os
frascos de fermentacdo foram abertos e feito a afericdo do pH do meio de cultura utilizando um
medidor de

pH.

2.5. Analise estatistica experimental

A andlise estatistica da producdo de gas total, pH e da degradabilidade da MS foi
realizada através do delineamento inteiramente ao acaso num arranjo fatorial 4x4 (forragens e
niveis de substituicdo da glicerina), submetidos a uma andlise de varidncia (PROC ANOVA)
aplicando o teste de tukey (p<0,05), utilizando também o modelo estatistico para regressiao

(PROC REG) (SAS, 2003).

Resultados

Na Tabela 1, verificou-se que dentre os alimentos substituidos, o Capim elefante
apresentou maiores niveis de matéria seca (MS) 882,3 g/kg e proteina bruta (PB) 126,1g/kg,
diferentemente dos seus niveis de fibra detergente dcido (FDA) 351,1g/kg e lignina (LIG)
144,4g/kg que apresentaram os maiores niveis em relacdo aos demais produtos estudados,

influenciando diretamente nos efeitos digestiveis deste capim no rimen animal.

Tabela 1 — Composi¢do quimica das forragens e da glicerina utilizadas no experimento
para avaliacdo no uso na dieta de ruminantes.

Alimentos MS PB FDN FDA LIG EE CZ DIVMS CT
(ghkg) (ghkg) (ghkg) (gkg) (gkg)  (gkg) (gkg) (gkg  (ghkg)
Capim Elefante 117,7  126,1 5550 351,1 1444 14,2 25,4 591,4 834,3
Cana-de-agucar 2714 22,5 5182 3623 40,4 11,9 48,5 554,6 917,1
Silagem de
milho 157,3 62,5 469,3 3145 29,7 22,2 51,7 607,0 863,6
Capim
Brachiaria 129,2  122,2 556,2 2777 34,7 32,2 86,1 652,0 759,5
Glicerina Glicerol Oleo pH CH4 Umidade Cinzas Na Ca P
ke T @y (eky (ke (kg k) (mgke) (mgke)
811,6 47 56,5 0,2 124,1 57,1 2143 60,0 9290,0
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*MS — Matéria Seca; PB — Proteina Bruta; FDN — Fibra Detergente Neutro; FDA — Fibra
Detergente Acido; LIG — Lignina; EE — Extrato Etéreo; CZ — cinzas; DIVMS — Digestibilidade
in vitro da Matéria Seca; CT — Carboidratos Totais; CH4 — Metanol; Na — Sédio; P — Fésforo;

Ca — Potassio.

A cana-de-agticar apresentou menores niveis de matéria seca (MS) 271,4, proteina bruta
(PB) 22,5g/kg e extrato etéreo (EE) 11,9g/kg, que caracterizou o menor nivel da digestibilidade
da matéria seca (DIVMS) 554,6g/kg.

A silagem de milho apresentou menores niveis de fibra detergente neutro (FDN)
469,3g/kg, fibra detergente dcido (FDA) 314,5g/kg, e o capim brachiaria caracterizaram-se
pelos maiores niveis de extrato etéreo (EE) 32,2g/kg, cinzas (CZ) 86,1g/kg e (DIVMS)
652,0g/kg, possibilitando a forragem um efeito positivo.

A composi¢do quimica da glicerina apresentou glicerol 811,6g/kg, umidade 124,1g/kg,
cinzas 57,1g/kg e dleo 4,7g/kg, metanol 0,2g/kg. Destacando-se os niveis de minerais, com
sodio 21,43 mg/kg , fosforo 929,0 mg/kg , e o potassio 6,0 mg/kg .

Dentro dos niveis de glicerina, quanto maior foi a sua substituicdo, maior foi a
degradabilidade da matéria seca (p<0,05), observando que no nivel de 30% os valores variaram
de 64,34 a 67,71%. Quanto ao nivel de 50%, os valores apresentados variaram de 71,78 a 77,28,
e no nivel de 70% os valores foram de 82,93 e 86,00% (Tabela 2).

Tabela 2 — Teores médios da degradabilidade da matéria seca (DMS) e equagdes de regressao
da interagcdo das diferentes forragens em substituicdo a niveis de glicerina apds 48 horas de

incubacdo in vitro em meio de cultura.

Forragens Equacoes R? P
Niveis de Glicerina
0 30 50 70
C. elefante 54,143*  67,713* 77,287* 86,003  Y=54,142-0457x 0,9982  <,0001

Cana-de-agticar ~ 48,450*  65,610° 75,170 85467°  Y=48,532-0,581x 09978  <,0001

A

Silagem de milho 50,400  64,340* 71,780°  83,157* 2){ 458x =50,214- 0,9754  <,0001
C. brachiaria 52,767*  65,933*  74/733* 82933* ¥ =52,882-0,9916 <,0001
0,432x

*Médias seguidas da mesma letra nas colunas diferem significativamente a nivel de 5% no teste
de tukey.
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Os resultados apresentados para a producdo de gés total in vitro apresentaram em todas
as forragens analisadas, comportamento linear. Ao analisar cada nivel individualmente,
observase diferenca significativa dentro das diferentes forragens (p<0,05). O nivel 0% (controle)
estatisticamente entre o capim brachiaria e a silagem de milho, com 121,63% e 130,23%, foram
semelhantes, respectivamente, quanto ao capim elefante e a cana-de-agicar, com 71,96% e

85,44%, foram inferiores aos resultados das outras forragens (Tabela 3).

Tabela 3 — Teor médio da producdo de Gas Total das forragens com diferentes niveis de

substituicao de glicerina apds 48 horas de incubagdo in vitro em meio de cultura.

Niveis de Glicerina

Forragens

0 30 50 70 Equacoes R? P

C. elefante 71,963¢ 168,033 169,133* 166,267 Y =93,957-1,330x 0,6782  0,0010
Cana- 85,440  76,453¢ 85,547¢ 67,940¢ Y =85,854+0,186x 0,1763  0,1742
deactcar

Silagem de 130,237 106,643  116,130°  117,453° Y =123,431+-0,155x 0,1662  0,1884

milho a

C.brachiaria 121,633 145,700  143,800° 237,267  Y=108,062-1,441x 0,6912  0,0008

*Médias seguidas da mesma letra nas colunas diferem significativamente a nivel de 5% no teste
de tukey.

Analisando os niveis de substituicio das forragens pela glicerina individualmente,
observa-se que no nivel de 30% e 50% de substituicdo, o capim elefante produziu o maior
volume final da produgio de gds 168,03 e 169,11mL g de MS incubada (p<0,05), enquanto a
cana-deagtcar apresentou o menor volume com 76,45 e 85,54mL, respectivamente. Para o nivel
de 70% de glicerina o capim brachiaria apresentou o maior volume final da producdo de gis
237,26 mL g' de MS incubada, enquanto a cana-de-aglicar apresentou o menor volume com
67,94 mL (p<0,05). As médias da producdo de gés total para o capim elefante e brachiaria,
demonstrado na tabela 3, obteve os valores maiores para o nivel de 50% e 70%, com 169,13 mL

e 237,26 mL, respectivamente.

Tabela 4 — Teor médio da produgdo de pH das forragens com diferentes niveis de substitui¢io

de glicerina ap6s 48 horas de incubag@o in vitro em meio de cultura.

Forragens Niveis de Glicerina
0 30 50 70 Equacoes R? P
C. elefante 6,643" 6,086 5,970° 5,920° Y =6,544+0,010x 0,7385  0,0003
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Cana-de-agicar  4,760¢ 4,926¢ 4,923¢ 5,003¢ Y =4,781-0,003x 0,3812  0,0324

Silagem de milho ~ 5,580° 5,526¢ 5,270¢ 5,183¢ Y
C. brachiaria 7,257¢ 6,935% 7,040% 12,978 Y

5,619+0,006x 0,5953  0,0033
5,950-0,069x 0,4758  0,0131

*Médias seguidas da mesma letra nas colunas diferem significativamente a nivel de 5% no teste
de tukey.

Os niveis apresentados de pH variaram entre as forragens e entre os diferentes niveis de
glicerina (p<0,05). No nivel de 0% dos capins elefante e brachiaria os teores de pH foram
6,64;7,25, respectivamente. A cana-de-agucar e silagem de milho os teores foram de 4,76; 5,58,
respectivamente (Tabela 4).

Quando a glicerina foi introduzida nos niveis de 30 e 50% apresentaram modificacdes,
de 6,08; 5,97, de 5,52; 527 e de 4,92; 4,92, para as forragens de capim elefante, silagem de
milho e cana-de-agucar, respectivamente, diminuiu (p<0,05). J4 o capim brachiaria elevou o pH
para 6,93; 7,04, respectivamente. O menor teor de pH apresentado foi pela cana-de-acicar a
nivel de 0%, com 4,76, diferentemente do capim brachiaria que apresentou o maior teor de pH, a

nivel de 70%, com 12,97 (p<0,05).

Discussao

Na composi¢do quimica para os teores de fibra detergente neutro, fibra detergente acido
e lignina, o capim elefante e brachiaria apresentaram os maiores valores, o que influenciou
diretamente nos efeitos da degradabilidade, pois quando as forragens apresentam maior teor
proteico e menor teor de FDN permite uma acdo mais eficiente dos microrganismos ruminais
sobre o alimento. A redug@o do tempo de permanéncia do alimento no trato gastrintestinal com
0 aumento da taxa de passagem proporciona menor acdo dos microrganismos ruminais e, com
isso, maior escape de carboidratos e das proteinas da fermentacdo ruminal como aumento do
fluxo desses nutrientes para o intestino delgado (PEREIRA et al., 2005).

Na composicdo quimica da glicerina, observa-se que 0os componentes com maior
participacdo na glicerina sdo glicerol, dgua e lipidios. Os resultados para a degradabilidade in
vitro da matéria seca apresentaram um comportamento linear, onde analisando cada nivel, nao
apresentaram diferenca significativa dentro das diferentes forragens, com exce¢do da cana-
deactcar a nivel 0% de glicerina apresentou 48,45%, o menor indice de degradabilidade (Tabela
2).

A degradabilidade in vitro da matéria seca apresentou um aumento, que estd diretamente
relacionado a quantidade de glicerol, apresentado pela glicerina, que afeta diretamente na
fermentacdo, e na degradacdo do alimento no rimen. Também o fato de ndo apresentar em seus

constituintes as fracoes fibrosas, como FDN, FDA e lignina, que segundo Kozloski (2009) pode
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influenciar diretamente na diminui¢do dos niveis de degradabilidade da matéria seca, pois
quando hd a presenca desses constituintes fibrosos, principalmente a lignina, tende a aumentar a
fracdo indigerivel, consequentemente reduzindo a porcdo digerivel, o que nido ocorre com a
glicerina.

O crescente aumento da producdo de gés total referente ao acréscimo no nivel de 0 4
30% substitui¢do da glicerina, com o capim elefante e capim brachiaria, pode esta relacionado a
uma da formas de utilizacdo do glicerol, que é atrdves da sua fermantac@o pelas bactérias no
rimen (CIESLAK et al., 2013).

Observou-se reducdo de producdo de gds no nivel 0% em relagdo ao nivel 30% de
substituicdo por glicerina, verificandoOse para silagem de milho valores de 130,24 e 106,65 e
para cana-de-acticar os valores de 85,44 e 76,45, para os niveis 0 e 30% de substitui¢do da
glicerina, respectivamente. Percebe-se uma reducdo na quantidade de gds produzido, isso pode
ter relacdo efetiva com as altas quantidades de carboidratos na dieta, e a baixa quantidade
fibrosa do alimento, desempenhando um papel fundamental no gasto energético do animal
(IVAN et al., 2013). Como também a fermentacg@o de tais substratos, pois a adi¢do da glicerina a
cana-de-acucar e a silagem de milho acarretou numa maior acido das bactérias amiloliticas e a
producio de 4cido propidnico, afetando diretamente no pH ruminal, provocando uma redugéo e
diminui¢ao nos niveis da producdo de gas total.

Observou-se que quando a glicerina foi substituida pelo capim elefante e capim
brachiaria em apenas 30%, os seus respectivos valores aumentaram de 71,96% para 168,03% e
121,63 para 145,80, respectivamente, referentes as fracdes fibrosas encontradas nas forragens,
aumentando a capacidade de fermentagdo, produzindo uma maior quantidade de gds total e
obtendo um maior gasto energético.

O pH € um fator quimico que influencia o crescimento microbiano e pode ser afetado
pela dieta e por outros fatores correlacionados, como o nivel de consumo, a proporcao
volumoso:concentrado e o manejo alimentar. O pH ruminal pode variar de 5,5 a7,2, mas quando
os valores estdo abaixo de 6,0 pode inibir as bactérias fermentadoras de celulose e diminuir
significativamente a eficiéncia de sintese de proteina microbiana, podendo ser encontrado em
dietas ricas em concentrado, tendo em vista neste estudo a cana-de-agicar e a silagem de milho
em substituicdo com a glicerina, dentro de todos os niveis, apresentaram valores abaixo de 6,0,
onde a glicerina no rumem proporcionou um efeito reducdo do pH, quanto ao capim elefante, no
nivel de 30% ocorreu também uma reducio, de 6,64 para 6,08, se obtendo dentro dos limites
exigidos. J4 para o capim brachiaria apresentou um teor de pH adequado quando introduzido ao
efeito da glicerina, no nivel de 0% estava 7,25, caminhando para alcalinidade e no nivel de 30%

estava 6,93, teor de pH ideal. (PEGORARO, 2012).
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Conclusao

Recomenda-se a inclusdo de glicerina na dieta de ruminantes no valor aproximado de
30%, com base na matéria seca, pois a inclusdo de glicerina em torno deste nivel proporcionou
maior digestibilidade da matéria seca, pH e produgdo de gés total. O capim brachiaria e o capim

elefante desempenharam, um grande aproveitamento sobre o efeito da glicerina.
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CAPITULO 2
In vitro production of volatile fatty acids, ammonia, methane and carbon dioxide glycerin instead

of different fodder for feeding cattle

Livia Soares Silva'l; Aderbal Marcos Azevedo Silva?; Leilson Rocha Bezerra®; Heloisa Carneiro®

RESUMO: Objetivou-se avaliar a producdo de gases, e dacidos graxos volateis da glicerina em
substitui¢do a quatro espécies forrageiras mediante o uso da técnica semi automadtica in vitro, usando um
delineamento estatistico com 4 tratamentos e 4 repeticdes. Os tratamentos consistiram na substitui¢do da
glicerina pelos niveis crescentes 0%, 30%, 50% e 70% das forragens: capim elefante, cana-de-agticar,
silagem de milho e capim brachiaria. O capim brachiaria e o capim elefante desempenharam para as
varidveis de produ¢do do metano, di6xido de carbono e Nitrogénio Amoniacal um efeito positivo sobre a
qualidade da forragem com a glicerina. A producdo de acetato, com a adicdo da glicerina os valores
decresceram, com excecdo do capim elefante, que aumentou seus percentuais até o nivel de 50%,que foi
de 26,51 para 26,62 e 28,60, respectivamente. E o capim elefante desempenhou um efeito positivo sobre a

qualidade da forragem com a glicerina, para a produgdo dos Acidos Graxos Voldteis.
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INTRODUCAO

O consumidor de produtos carneos e lacteos t€m sentido no bolso as alteragdes do varejo nos
precos dos produtos, seja in natura ou seus derivados, principalmente os referentes aos pequenos
produtores. A explicagdo a essas mudancas se dd devido as alteracdes climdticas, influenciando
diretamente nas culturas, de forragens e graos, das quais atendem mais de 90% da dieta de bovinos.

Neste sentido, os coprodutos originados na cadeia produtiva do biodiesel no Brasil t€m sido
estudados como possiveis ingredientes de dietas para ruminantes, reduzindo os custos de produgdo.
Estudos e técnicas que caracterizem o metabolismo ruminal destes coprodutos, como a técnica de
producdo de gases in vitro, sdo necessarios para identificacdo de potenciais coprodutos passiveis de serem
utilizados com eficiéncia na dieta de ruminantes em substituicdo a ingredientes convencionais (Mizubuti
et al., 2011).

Dentre estes coprodutos, a glicerina obtida do processo de transesterificacdo do dleo para
biodiesel, apresenta da na forma bruta surge como alternativa. Entretanto devido a presenca de impurezas
de metais pesados, e excesso de lipideos e metanol, quando ndo bem utilizado pode causar impactos no
consumo, na digestibilidade dos componentes da dieta e no desempenho animal. (Pegoraro, 2012).

O principal componente da glicerina € o glicerol, altamente energético, estando presente em
alimentos e no metabolismo animal e tem potencial de uso como substituto parcial dos graos de cereais ou
outros ingredientes ricos em amido na alimenta¢do animal. O metabolismo do glicerol pode ocorrer por
duas vias, através da absor¢do direta pelo epitélio da parede ruminal ou pela transformacdo em &4cidos
graxos volateis (AGVs) pelas bactérias ruminais, principalmente, o 4cido propidnico. E no figado, tanto o
glicerol como o propionato sao transformados em glicose por gliconeogénese (Cleef et al., 2014).

No rimen, o glicerol sofre fermentac@o e tem como principal produto o acido propridnico, que é
um precursor de dcidos graxos e da glicose metabdlica em ruminantes; com a utilizagdo da glicerina, a
inclusdo de altas quantidades de concentrado na dieta, que poderiam prejudicar o desempenho do animal,
podera ser reduzida (Favaro, 2010). Durante este processo ruminal, ocorre a produgdo de gases (CO; e
CHs). A produgdo de diéxido de carbono e metano pelas bactérias ruminais e intestinais
(Methanobrevibacter spp. € Methanomicrobiummobile) pode variar de 2% a 12% da energia bruta do
alimento ingerido, com uma perda média de 6%, o que tem levado a atividade pecudria a ser apontada

como uma importante fonte produtora de GEE (gases do efeito estufa), em funcio do diéxido de carbono
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e metano emitido. Além disso, a manutencdo e o desenvolvimento da populacio microbiana ruminal
ativa, depende da manuten¢do do ambiente ruminal em condi¢des adequadas e do aporte de 4cidos graxos
volateis para a producio de proteina microbiana (Oliveira et al., 2013).

Assim, objetivou-se a producdo de gases, com a determina¢do da quantidade produzida de
metano, diéxido de carbono, NNH3 e acidos graxos volateis de glicerina em de substituicdo a quatro a

espécies forrageiras.

MATERIAL E METODOS
Local, amostragem das forragens e do coproduto

A pesquisa foi desenvolvida no Campo Experimental de Coronel Pacheco, Minas Gerais, de
propriedade da Embrapa Gado de Leite — CNPGL, na regido da Zona da Mata.

No experimento foram utilizadas quatro fontes de espécies forrageiras, sendo elas o capim
elefante, a silagem de milho, o capim brachiaria e cana de agucar, proveniente da producdo no campo
experimental da Embrapa em Coronel Pacheco em Minas Gerais. Além destes, o coproduto glicerina
oriundo das industrias de processamento ou/e da extracdo de 6leo vegetal para a produgdo de biodiesel,
onde foram coletadas aproximadamente, 300g de amostra. Posteriormente, as amostras foram levadas para
o laboratério de apoio, onde foram embaladas e armazenadas, permanecendo refrigeradas a 10°C
aguardando o inicio das anélises.

Posteriormente as amostras foram descongeladas, pré-secas em estufa de ventilagdo forcada a
55°C, durante 72 horas, moidas em moinho do tipo Wiley dotado de peneira de 5 mm, acondicionadas em
sacos plasticos, previamente identificados e seguidas para Laboratério de Andlise de Alimentos da
Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, MG.

No laboratério, as amostras referentes a cada uma das forragens e as do coproduto estudado,
foram misturadas e homogeneizadas para constituirem uma tnica amostra. Desta amostra, uma porcao
(100g) foi destinada as andlises quimicas e o restante do material amostrado foi conduzido para
formulacdo das dietas.

Foi adotada uma formulacdo descriminada para avaliacdo do nivel de glicerina na dieta, em
substitui¢do das forragens pelo coproduto, com uma relagao 100/0, 70/30, 50/50 e 30/70% entre volumoso
e glicerina, respectivamente.

Determinacdes da composicao quimica

-31-



As andlises laboratoriais para determinacdo da composi¢cdo quimica, digestibilidade e técnica de
producdo de gds foram realizadas no laboratério de andlise de alimentos da Embrapa Gado de Leite, em
Juiz de Fora, MG.

As determinagdes da composicdo quimica iniciaram apds a formulacdo e identificacdo das
amostras, onde foi realizada uma pré-secagem em estufa de ventilacio forcada a 55°C, durante 48 horas,
seguido pela moagem em moinho do tipo wiley dotado de peneira Imm para execugdo das anélises.

As amostras foram submetidas as analises quimica para determinagdes de: matéria seca (MS) em
estufa a 105°C, fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente dcido (FDA) proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), lignina (LIG) e as cinzas (CZ), segundo Silva e Queiroz (2002). Para os cdlculos de
obtencdo dos carboidratos totais (CT), aplicou-se a equacdo CT = 100 — (PB% + EE%+ Cinzas%),
descrita por Sniffen et. al. (1992). A amostra da glicerina foi submetida as analises quimica para
determinagdes de glicerol, umidade, cinzas, 6leo, metanol, sédio (Na), fésforo (P), potéssio (Ca).

Ensaio in vitro de digestibilidade

O ensaio de digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foi utilizada a metodologia de Tilley
e Terry (1963). Para obtencdo da digestibilidade in vitro foram utilizados 3 bovinos fistulados. O
conteido ruminal foi coletado pela manhd, sendo transferidos para garrafas térmicas previamente
aquecidas a 39°C e levados imediatamente ao laboratério. No laboratério o liquido ruminal foi filtrado,
utilizando peneira fina. Posteriormente, foi adicionado ao liquido de rimen a solu¢do mineral tampao
mantendo em banho maria a 39°C com injecdo continua de CO2. Em seguida as amostras foram
encaminhadas ao incubador, permanecendo em estado de rotacdo por 72 horas. Dentro das 48 horas foi
adicionado aos incubadores os peptideos, agindo como um composto intermedidrio para a acdo dos
microrganismos.

Ensaio in vitro de producao de gases

No ensaio para determinar a produgdo de gids foram pesados 0,5g de matéria seca (MS) da
amostra, introduzidos para um saco de ANKOM®(F57) com 6 repeticdes por tratamento, selados e
colocados dentro de frascos de vidro de soro do tipo cor-ambar de 50 ml, previamente lavados com dgua
destilada, secos em estufa e identificados.

Em seguida foi feita a coleta do conteido ruminal, de trés vacas holandesas, com peso médio de
600kg, fistuladas no rumem, transferindo o material para garrafas térmicas previamente aquecidas a 39°C

e levados rapidamente ao laboratdrio onde o contetido ruminal foi homogeneizado e filtrado em tecido de
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algoddo, permanecendo em banho-maria a 39°C sob saturagdo de CO2, posteriormente, foi adicionada as
solucdes, tampdo, macro e micro minerais, resazurina e o meio B. Para preparacdo do meio de cultura
utilizou-se preparo do contetido ruminal e solu¢do tampao, em proporcao 5:1 (VITTI et al. 1999).

Foi transferindo o inoculo (30 ml) para frascos de incubag@o, totalizando 102 frascos sendo seis
repeticdes para cada tratamento, dos quais seis eram do grupo controle (brancos) que tiveram a fungéo de
determinar a producio de gés proveniente do contetido ruminal para futuras corre¢des da producio liquida
de gases. Posteriormente foram lacrados e colocados em uma incubadora de agitador orbital cremalheira,
fixado em 120 oscilagdes por minuto, a 39°C.

Os parametros de producdo de gases in vitro de cada frasco foram medidos as 3, 6, 12, 24, e 48
horas ap6s a incubacio utilizando um aparelho semiautomético de deslocamento de dgua graduado em ml.
Ao completar as 48 horas da incubacdo os sacos de ANKOM ® com as forragens foram removidas e
introduzidas no gelo, para interromper a fermentagdo, e em seguida lavados com dgua abundante e secos
em estufa a 55°C durante 48 horas. Apds este processo determinou-se a degradabilidade aparente da
matéria seca (DAMS) obtida pela diferenca entre o peso da matéria seca da amostra e o peso apés o
processo de incubacgdo. Apds a ultima medicdo do gas (48h), foi coletado uma fragdo do mesmo utilizando
uma seringa de 30 cc e transferido imediatamente pra frascos de co Ambar de 20 cc a vécuo, para
conservacdo das amostras, a qual foi analisada a concentracdo de CH4 e CO; por cromatografia gasosa
(Fedorak e Hrudey, 1983).

O metano foi expressa em mg de CH4 g-1 de MS desaparecido da producdo total de gias mL g-1
de MS incubada.

Para determinagdo, que identificava e quantificava os tipos e niveis dos dcidos graxos volateis
(AGVs), foi coletado uma porcao (10 mL) liquida do meio de cultura apds a degradabilidade (48 h) e
adicionado ao meio de 2 mL de 4cido metafosférico (20%) para conservacdo da amostra, em seguido
armazenado em freezer até posteriores andlises (Holtshausen et al., 2009). Para identificacdo e
quantificacdo do nitrogénio amoniacal (N-NH3), foi coletado uma frac¢do liquida do meio de cultura (10
mL) apds a digestibilidade (48 h) e adicionado ao meio 0,4 mL O 4cido sulfirico, H2SO4 a 50% para
conservacdo da amostra, em seguido amargenado em freezer até posteriores analises (Holtshausen et al.,
2009).

Analise estatistica experimental
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A andlise estatistica da produc¢do dos gases de metano, didéxido de carbono, 4cidos acético,
propiodnico, butilico e NNHzda MS foi através de um delineamento inteiramente ao acaso num arranjo
fatorial 4x4 (forragens e niveis de substituicdo da glicerina), submetidos a uma andlise de varidncia

(PROC

ANOVA) aplicando o teste de tukey (p<0,05), utilizando também o modelo estatistico para regressdo

(PROC REG) (SAS, 2003).

RESULTADOS

Analisando os resultados da composi¢cao quimica (Tabela 1), verificou — se que o Capim elefante
apresentou maiores niveis de matéria seca (MS) 882,3g/kg e proteina bruta (PB) 126,1g/kg, acrescentando
a forragem uma qualidade positiva, diferentemente dos seus niveis de fibra detergente 4cido (FDA)
351,1g/kg e lignina (LIG) 144,4g/kg que apresentaram os maiores niveis em relagdo aos demais produtos
estudados, influenciando diretamente nos efeitos digestiveis deste capim no rimen animal.

A composi¢do quimica apresentou em suas forragens caracteristicas diferentes, o cana-de-agucar
apresentou os menores niveis de matéria seca (MS) 271,4g/kg, proteina bruta (PB) 22,5g/kg e extrato
etéreo (EE) 11,9g/kg, afetando diretamente na exigéncia do bovino, que caracterizou o menor nivel da
digestibilidade da matéria seca (DIVMS) 554,6g/kg. J4 a silagem de milho apresentou menores niveis de
fibra detergente neutro (FDN) 469,3g/kg, fibra detergente acido (FDA) 314,5g/kg, caracterizado dentro
das forragens o menos fibroso e o capim brachiaria caracterizou-se pelos maiores niveis de extrato etéreo
(EE) 32,2g/kg, cinzas (CZ) 86,1g/kg e digestibilidade da matéria seca (DIVMS) 652,0g/kg, possibilitando
a forragem um efeito positivo.

Apresentando a composi¢cdo quimica da glicerina podem-se avaliar seus constituintes que sdo
formados em sua maioria de glicerol 811,6g/kg.A glicerina é formada também de umidade 124,1g/kg,
cinzas 57,1g/kg e dleo 4,7g/kg, metanol 0,2g/kg. Destacando-se os niveis de minerais, com sédio 21,43
mg/kg, fésforo 929,0 mg/kg, e o potdssio 6,00 mg/kg.

Os resultados encontrados na (Tabela 2) apresentaram os valores médios para a produgio de
metano (CHY), referentes as forragens com diferentes niveis de glicerina. Dentre os resultados verificou-se
que todas as forragens e niveis diferiram estatisticamente entre si, e apresentou dentro das forragens, a
canade-acucar e a silagem de milho, um efeito quadratico de regressao.
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E o capim elefante (0,77%) no nivel de 0% apresentou o menor teor de metano (p<0,05),
enquanto que o capim Brachiaria (25,20%) no nivel de 30% apresentou o maior teor de metano. O capim
brachiaria foi o Unico que mitigou metano, diminuindo, em escala decrescente, os valores a cada nivel,
apesar de que no nivel de 0% o teor de metano encontrava-se consideravelmente elevado, com 25,20%.

O capim elefante e a cana-de-agticar apresentaram uma maior producdo de metano a cada nivel
de substituicdo inserido, onde no capim elefante os valores passaram de 0,77% no nivel 0%, para 15,93 no
nivel de 30% e na cana-de-agticar os valores atingiram de 2,18% no nivel 0%, para 8,44 no nivel de 30%.
A silagem de milho obteve um crescente aumento, porém ndo significativo (p>0,05), mas apresentou
valores diferentes, com 9,04% no nivel 0%, para 11,913 no nivel de 30%.

Os resultados apresentados para a produgdo de didxido de carbono in vitro apresentaram em
quase todas as forragens analisadas, comportamento linear (p<0,05), com excecdo da cana-de-agticar e
silagem de milho que apresentou com comportamento quadritico, que ao analisar cada nivel
individualmente, apresentaram diferenga significativa dentro das diferentes forragens. O nivel 0%
(controle) diferiu estatisticamente (p<0,05) do capim brachiaria e da silagem de milho, variando de 4,86%
439,55%.

Analisando os niveis de substituicdo das forragens pela glicerina individualmente, observa-se que
no nivel de 30%, 50% e 70% de substitui¢do, o capim elefante produziu o maior (p<0,05) volume final da
producdo de gas 103,94%, 120,42% e 120,92% mL g-1 de MS incubada, enquanto o capim brachiaria
apresentou o menor volume com 5,23%, 5,23% e 7,36% mL, respectivamente.

As médias da producdo de CO; do capim elefante oscilaram entre os niveis iniciais, demonstrado
na que obteve valores elevados, com 9,97% 4 0% e 103,94% a 30%, respectivamente. A cana-de-agtcar e
a silagem de milho apresentaram um aumento crescente entre o nivel de 0% (controle) e no nivel de 30%
de ingestao do substrato, variando na silagem de milho de 32,240% 4 65,610% mL e na cana-de-agticar de
39,557% a 46,833% mL, respectivamente.

Os valores médios para a produgdo de nitrogénio amoniacal (NNH3), referentes as forragens com
diferentes niveis de glicerina diferiram estatisticamente (p<0,05) entre si e demonstrou um
comportamento linear de regressao.

O capim elefante (21,46%) no nivel de 0% apresentou o maior teor de nitrogénio amoniacal,
enquanto a cana-de-agucar (0,06%) no nivel de 0% apresentou o menor teor de nitrogé€nio amoniacal

(p<0,05). A silagem de milho e o capim elefante foram os que diminuiram, em escala decrescente, os
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valores a cada nivel, apesar de que no nivel de 0% do capim elefante o teor de NNH3 encontrava-se
consideravelmente elevado em relagdo ao outras forragens, com 21,46%.

A forragem da cana-de-agticar apresentou, relativamente, uma crescente produ¢do de N-NH3 a
cada nivel de substitui¢do inserido, onde os valores atingiram de 0,06% no nivel 0%, para 2,56 no nivel de
30%. A silagem de milho obteve uma decrescente diminuicdo dos seus niveis de glicerina, apresentou
valores diferentes, com 6,53% no nivel 0%, para 2,63 no nivel de 30%.

Os resultados apresentados para a producdo de 4cido acético in vitro apresentaram em quase
todas as forragens analisadas, comportamento linear, com exce¢do da capim brachiaria que apresentou
com comportamento quadritico, que ao analisar cada nivel, apresentaram diferenga significativa dentro
das diferentes forragens. O nivel 0% (controle) diferiu estatisticamente do capim brachiaria e da silagem
de milho, variando de 12,60% 4 37,72%, respectivamente (Tabela 3).

Analisando os niveis de substituicao das forragens pela glicerina individualmente, observa-se que
no nivel de 30%, de substitui¢do, a silagem de milho e o capim elefante produziu o maior volume final
(p<0,05) da produgio de 4cido acético 30,27% e 26,62% mL g! de MS incubada, enquanto a cana-
deagicar e o capim Brachiaria apresentou o menor volume (p<0,05) com 22,26% e 10,26% mL,
respectivamente. O capim elefante ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05) entre os niveis de
substitui¢do estudados.

Os resultados apresentados para a producgdo de dcido propidnico in vitro apresentaram em quase
todas as forragens analisadas (p<0,05), comportamento linear, com exce¢do do capim Brachiaria que nao
apresentou diferenca (p<0,05) entre as substituicdes. Ao analisar cada nivel, observou-se diferenca
significativa (p<0,05) entre as diferentes forragens. Com excecdo do capim elefante, que demonstrou em
seus dados um comportamento quadritico. O nivel 0% (controle) diferiu estatisticamente do capim
elefante e do capim brachiaria, variando de 11.76% a 35,37%, respectivamente (Tabela 6).

As médias da producdo de dcido propidnico para a cana-de-agticar e capim elefante e silagem de
milho oscilaram entre os niveis, que obteve valores maiores para cada nivel inserido, onde de 0% a 30%
cresceram de 22,27 425,62, 11,76 422,13 e de 19,63 4 24,22 mL, respectivamente.

Os resultados apresentados para a producdo de dcido Butirico in vitro apresentaram em quase
todas as forragens analisadas, comportamento linear, com exce¢do do capim elefante que apresentou com

comportamento quadritico, que ao analisar cada nivel, apresentaram diferenga significativa dentro das
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diferentes forragens. O nivel 0% (controle) diferiu estatisticamente do capim brachiaria e do capim
elefante, variando de 16,61 4 3,34 mL, respectivamente.

Analisando os niveis de substitui¢do das forragens pela glicerina, ndo foi observa da diferenca
entre os niveis para a silagem de milho e a cana-de-actcar (p>0,05), apenas para os capins (p<0,05). Os
niveis de 30%, 50% e 70% de substitui¢do, o capim elefante produziu o menor volume final da produgdo
de 4cido butilico 5,42%, 5,80% € 4,16% mL g™! de MS incubada, enquanto o capim brachiaria apresentou
0 maior volume com 22,24%, 28,10% e 32,83% mL, respectivamente.

A cana-de-agicar e a silagem de milho apresentaram uma oscilagdo entre o nivel de 0%
(controle) e no nivel de 30% de ingestdao do substrato, variando na silagem de milho de 12,41% 4 9,95%

mL e na cana-de-agticar de 10,07% 4 11,61% mL, respectivamente.

DISCUSSAO

Os ruminantes evoluiram uma estrutura de fermentagdo pré-gdstrica espacosa, com quatro
compartimentos, onde existe uma relacao simbidtica com os microorganismos que t€m uma capacidade de
quebrar polissacarideos estruturais complexos (celulose e hemicelulose) em compostos que podem ser
absorvidos pelo animal. Essa adaptacdo permite a utilizacdo de diferentes forragens produzidas e
utilizadas como fontes alimentares. Porém este processo fermentativo, que ocorre principalmente na
por¢do de rumenreticulo do trato gastrointestinal dos ruminantes, apresentam produtos finais, na sua
maioria gases, que reduzirem a eficiéncia deste processo e prejudicam o ambiente.

De acordo com os resultados encontrados a quantidade de gds metano produzido neste
experimento diferiu muito entre as diferentes espécies de forragens, sobre o efeito da glicerina o capim
elefante, a cana-de-actcar e a silagem de milho elevaram seu percentual.

Este crescimento ocorreu pelo aumento da glicerina que proporcionou um maior efeito na
producdo de metano, que permiti manter a concentragdo de hidrogénio baixo, facilitando o crescimento de
outras espécies de bactérias e uma fermentacio mais eficiente (Cunninghan, 1999).

Diferentemente das outras forragens, o capim Brachiaria diminuiu seus niveis de metano a cada
nivel de glicerina, que a 0% se apresentava relativamente alto em relag@o as demais espécies, com 25,20.
A mitiga¢do de metano neste estudo sobre o efeito da glicerina com o capim Brachiaria proporcionou um

efeito diminui¢@o nos niveis de gds metano ao ambiente. Segundo a Organizacio das Nagdes Unidas para
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Agricultura e Alimentagdo (FAO, 2013), 18% dos gases de efeito estufa sdo emitidos por bovinos.
A proporcido dos gases ¢ dependente da ecologia do rimen e do balanco fermentativo.

Normalmente a quantidade de CO» produzida no reticulo rimen é cerca de 2 a 3 vezes superior a
quantidade de metano, dados semelhantes foi demonstrado na pesquisa. Dentro do estudo pesquisado, a
glicerina, nas forragens, com o capim elefante, a cana-de-actcar e a silagem de milho trouxe um grande
efeito na producdo de di6xido de carbono, com 9,97 4 103,84; 32,24 4 65,61; 39,55 4 46,83,
respectivamente. Entretanto, o capim Brachiaria apresentou um aumento ndo significativo entre os niveis
de glicerina, com 4,86 4 5,23.

As produgdes de metano e de didxido de carbono estdo diretamente ligadas visto que a producao
de metano é modulada principalmente pela presenca de di6xido de carbono e de hidrogénio livres no
ambiente ruminal, onde, a partir do hidrogénio livre, ocorre a reducdo do diéxido de carbono por
microrganismos metanogénicos, com consequente formacdo de metano (Cieslak et al., 2013). Neste
estudo a glicerina proporcionou ao capim brachiaria um efeito de diminui¢do dos seus percentuais de
metano e aumento, mesmo que pequeno, para os de diéxido de carbono, caracterizando um efeito positivo
ao substrato utilizado.

O nitrogénio amoniacal demonstrado neste experimento diferiu em todas as forragens, que de
acordo com Ribeiro et al. (2001) a determinagdo da concentracdo de amodnia permite avaliar o
balanceamento da energia com a proteina da dieta, pois as altas concentracdes de amodnia estdo
relacionadas ao excesso de proteina degradada no rimen e/ ou as baixas concentragdes de carboidratos
degradados no rimen.

A glicerina utilizada, por ser um carboidrato, incrementou caracteristicas diversas as forragens,
onde o capim Elefante, que se encontrava com os niveis de nitrogénio amoniacal relativamente elevado
em relacdo as demais forragens, com 21,46, que com a introducdo da glicerina proporcionou um reducéo
para
17,73, ja a cana-de-agtcar encontrava-se baixo, com 0,06, onde com a glicerina aumentou seus niveis para
2,56.

A silagem de milho e o capim Brachiaria encontravam-se com valores semelhantes, para os
valores de nitrogénio amoniacal, com 6,53 e 6,36, respectivamente, e quando inserido a glicerina
obtiveram resultados diferentes, onde a silagem de milho reduziu seu nivel consideravelmente para 2,63,
onde a reducdo na concentracdo de Nitrogénio amoniacal, com niveis crescentes de glicerina, pode ser

justificada pelo aumento na disponibilidade de energia ruminal, que possibilita maior utilizacdo da amdnia
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para crescimento microbiano (Carvalho et al.,, 1997). Enquanto o capim brachiaria manteve-se
relativamente estdvel, com uma pequena reducgdo para 6,033.

De acordo com Itavo et al. (2002), 5 mg de N/ 100 mL seriam o minimo ideal e 19-23 mg N/ 100
mL o médximo ideal de fluido ruminal durante a atividade fermentativa. Baseando-se em tais percentuais a
cana-de-agucar foi a tinica que mesmo com a introdug¢do da glicerina ndo atingiu o teor minimo para
ocorréncia de maxima fermentacdo microbiana no rimen. A silagem de milho quando introduzida a
glicerina diminuiu seus percentuais para um nivel fora do minimo ideal, reduzindo a qualidade da
forragem. Os capins elefante e brachiaria foram aqueles que com a introdu¢do da glicerina
desempenharam um efeito positivo quanto a producio de nitrogénio amoniacal, mantendo-se dentro nos
niveis ideais para uma qualidade fermentativa.

A produgdo de acetato, com a adi¢do da glicerina, os valores decresceram, com excecio do capim
elefante, que aumentou seus percentuais até o nivel de 50%,que foi de 26,51 para 26,62 e 28,60,
respectivamente. Analisando os dados, observou-se que o capim brachiaria estava inicialmente com a
producdo de acetato baixa e quando se introduziu a glicerina a partir dos niveis houve um decréscimo até
50%, com 12,60, para 10,26 e 5,10, respectivamente, e no nivel de 70% houve um crescimento maior que
o inicial, com 35,93. Esta reducdo dos niveis de acetato no estudo da glicerina com as forragens pode esta
baseada na glicerina, pois em sua composi¢do quimica ndo hd compostos fibrosos, aqueles quais as
bactérias celuloliticas utilizam o substrato da celulose para producdo efetiva de acidos graxos volateis e
principalmente os 4cidos acéticos.

A produgdo do 4cido propidnico in vitro houve um crescente aumento entre as forragens
analisadas com excegdo do capim brachiaria que reduziu seus valores ate o nivel de 50% de glicerina,
com 35,37 para 25,44 e 23,34, respectivamente, e a partir de 70% seus niveis cresceram para 39,24. A
glicerina proporcionou um aumento nos niveis de propionato, pois o glicerol quando sofre a fermentacio
e tem como principal produto o 4cido propridnico, que é um precursor de acidos graxos e da glicose
metabdlica em ruminantes (Favaro, 2010).

A producdo do 4dcido butirico in vitro houve um crescente aumento entre as forragens analisadas
com exce¢do da silagem de milho que reduziu seus valores ate o nivel de 30% de glicerina, com 12,41
para 9,95, e a partir de 50% seus niveis cresceram para 12,72 e 13,521, respectivamente.

O capim brachiaria no nivel de 0% estava relativamente alto e quando introduzida a glicerina os

seus niveis se elevaram ainda mais, com 16,61 para 22,24. Este aumento das quantidades de 4cido butirico
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e propidnico pode ocorre quando a dieta € rica em cereais, havendo um aumento do fluxo sanguineo no
epitélio ruminal, que por sua vez estimula o crescimento das papilas, ou também se a dieta dos ruminantes
for significativamente alterada, esta transicdo tem que ser feita gradualmente para permitir que as papilas
ruminais aumentem de dimensdo, bem como, seja possivel uma adaptacdo microbiana aos niveis
crescentes de concentrado, podendo acontecer durante um periodo de adaptacdo entre 3 e 4 semanas
necessdrios ao crescimento eficaz das papilas a fim de reduzir os riscos de acidose ruminal (Dirksen et al.,
1985).

No entanto, os niveis de glicerina na ra¢do de ruminantes dependem de diversos fatores entre eles:
tolerancia e adaptacdo do animal, manipulacdo da glicerina (alta densidade e viscoso). Sendo viabilizado

uma avaliacdo in vivo para melhor aperfeicoamento dos dados integrados neste estudo.

CONCLUSAO

A glicerina pode ser adicionada as dietas de ruminantes em substitui¢do ao milho ou outra fonte
de energia, com o objetivo de reduzir o custo de produgdo.

Recomenda-se a inclusdo de glicerina na dieta de ruminantes no valor aproximado de 30%, com
base na matéria seca, pois a inclus@o de glicerina em torno deste nivel proporcionou um efeito qualitativo
aos niveis metano, diéxido de carbono, Acidos Graxos Voléteis e Nitrogénio Amoniacal.

O capim brachiaria desempenharam para as varidveis de produ¢do do metano, diéxido de
carbono e Nitrogénio Amoniacal um efeito positivo sobre a qualidade da forragem com a glicerina. E o
capim elefante desempenhou um efeito positivo sobre a qualidade da forragem com a glicerina, para a

produgio dos Acidos Graxos Volateis.
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Tabela 1 — Composi¢do quimica das forragens e da glicerina utilizadas no experimento para avalia¢cdo no
uso na dieta de ruminantes.

Alimentos MS PB FDN FDA LIG EE CzZ DIVMS CT
(g’kg)  (gkg) (gkg)  (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg)
Capim Elefante 117,7 126,1  555,0 351,1 1444 14,2 254 5914 834,3
Cana-de-acticar 271,4 22.5 518.,2 362,3 40,4 11,9 48,5 554,6 917,1
Silagem de milho 157,3 62,5 469,3 314,5 29,7 222 51,7 607,0 863,6
Capim Brachiaria 129,2 122,2 556,2 271,77 34,7 32,2 86,1 652,0 759,5
Glicerina Glicerol Oleo pH CH4 Umidade Cinzas Na Ca P
@k T @k  @ke  @ke kg (ke ek (mgky
811,6 4,7 56,5 0,2 124,1 57,1 2143 60,0 9290,0

*MS — Matéria Seca; PB — Proteina Bruta; FDN — Fibra Detergente Neutro; FDA — Fibra Detergente
Acido;

LIG - Lignina; EE — Extrato Etéreo; CZ — cinzas; DIVMS — Digestibilidade in vitro da Matéria Seca; CT

— Carboidratos Totais; CH4 — Metanol; Na — Sodio; P — Fésforo; Ca — Potéssio.
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Tabela 2. Teores médios da produgcdao de CH4, CO, e N-NHj; 4 diferentes niveis de glicerina em

substitui¢do a forragens com apds 48 horas de incubacgio in vitro em meio de cultura

Niveis de Glicerina

Forragens Equacoes R? P
0 30 50 70
10 (CHy)
Capim Elefante 0,77¢ 15,93*  19.27° 19,92 Y =3,604-0,276x 0,84 <0001
Y =2,241-0,277x-
Cana-de-actcar 2,18¢ 8,444 9,28¢ 8,94¢ 0,71  0,0452
0,002x2
Y =8,375-0,310x-
Silagem de milho 0,04> 11,91° 19,42° 1327° 0,58  0,0662
0,003x?

Capim Brachiaria 25,200 23,770* 20,53* 20,10 ¥=25,366+0,079x 0,74 0,0003

Didxido de “arbono 2)
CO
103,94 120,42 120,92
Capim Elefante 9,97¢ . . . Y =23,790-1,600x 0,80  <,0001

Y=31,963-1,769x-
Cana-de-agiicar 32,24% 65,61 71,25 56,04° 0,61  0,0193
0,020x2
Silagem de milho ~ 39,55* 46,83¢ 72,25 58,92° Y =40,596-0,367x 0,54  0,0064
Capim Brachiaria 4864 5234 523 736° ¥=4,510-0,031x 0,64  0,0018

Nitr 1génio Amoniacal (N- VH3)

Capim Elefante 21,46*  17,73* 11,90  8,40* Y =22,112+0,192x 0,92 <0001
Cana-de-actcar 0,06¢ 2,56 3,50¢ 3,26¢ Y =0,553-0,047x 0,80  <,0001
Silagem de milho 6,53° 2,63 1,404 0,70¢ Y =5,963+0,083x 0,88  <,0001
Capim Brachiaria 6,36° 6,03>  6,73° 5,50° Y=6,453+0,007x 0,06  0,4587

Tabela 3. Teores médios da produgdo de acidos graxos volateis (AGVs) da glicerina em diferentes niveis

de substituicdo de forragens com ap6s 48 horas de incubacio in vitro em meio de cultura

Niveis de Glicerina
Forragens Equagdes R? P

0 30 50 70
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Acid> Acético

Capim Elefante ~ 26,51° 26,6° 28,60° 24,69° Y =27,084+0,012x 0,01  0,8073
Cana-de-actcar 2489 2226 2300> 21,37° Y =24,543+0,044x 0,43  0,0206
Silagem de milho ~ 37,72% 30,27* 25,76° 22,11° Y =37,399+0,224x 0,90 <,0001
Capim Brachiaria  12,60° 10,26° 5,10° 35,93* Y =14,023+0,788x- 0,79  0,0013
0,015x2
Acido Propidnico
Capim Elefante 11,76¢ 22,13> 27,79* 18,56° Y =11,255-0,675x- 0,48 0,0474
0,007x2
Cana-de-acticar 2227° 25,62* 25,14° 27,77* Y =22,546-0,070x 0,45 0,0175
Silagem de milho  19,63° 24,22* 33,17* 36,42* Y =18,825-0,254x 0,79  0,0001
Capim Brachiaria  35,37* 25,44* 23,34° 39,24* Y =30,149-0,018x 0,01  0,8279
Acido Butirico
Capim Elefante 3,343+ 542*  5,80° 4,16* Y =3,298-0,125x- 0,52 0,0198
0,001x2
Cana-de-agticar 10,07 11,61° 11,27° 10,95 Y =10,535-0,011x 0,05 0,4869
Silagem de milho ~ 12,41* 9,95 12,72° 13,52° Y =11,335-0,021x 0,11 0,2914
Capim Brachiaria  16,61° 22,24° 28,10¢ 32,83¢ Y =16,139-0,234x 0,94 <,0001
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