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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de POs-Graduacao em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

IMPACTO NUTRICIONAL DA INFUSAO RUMINAL DE NIVEIS DE
GLICERINA BRUTA EM OVINOS ALIMENTADOS COM FORRAGEM
AUTOR: DIEGO ZENI
ORIENTADOR: GILBERTO VILMAR KOZLOSKI
Santa Maria, 05 de Agosto de 2013.

O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o impacto da infusdo ruminal de niveis
(0, 0.5, 1.5 e 3 mL/Kg de peso corporal (PC)) de glicerina bruta (GB) sobre a ingestéo e
digestdo em ovinos alimentados com forragem temperada ou tropical. Foram realizados dois
ensaios em duplo Quadrado Latino 4x4, cada um com oito ovinos da raca corriedale (26 +3
kg de PV), implantados com canula duodenal e sonda ruminal. Em um dos ensaios 0s
animais foram alimentados com aveia fresca e no outro com feno de tifton. Um terceiro
ensaio foi realizado para medir a taxa de desaparecimento do glicerol no rimen. Nao houve
interagdo dieta com tratamento para a maior parte das variaveis analisadas. A infusdo
ruminal de GB reduziu linearmente o consumo de forragem, o pH ruminal e a concentracéo
de N amoniacal no fluido ruminal, mas nao interferiu na digestibilidade ruminal ou total da
matéria organica, fibora em detergente neutro e dos compostos nitrogenados. Da mesma
forma, reduziu linearmente a excreg¢ao fecal e urinaria de N, assim como a quantidade de a-
amino N que fluiu para o duodeno, mas néo interferiu na retencéo de N. O fluxo duodenal de
N microbiano foi similar em todos os tratamentos quando estimado pelos derivados de
purinas na urina, mas foi afetado negativamente pela GB quando estimado pelas purinas na
digesta duodenal. Independente do marcador utilizado, a eficiéncia de sintese microbiana
nao foi afetada pela GB. O fluxo duodenal de N ndo amoniacal e ndo microbiano (NNANM),
assim como a proporgdo de proteina degradavel na dieta, foram afetados pela interacéo
tratamento com tipo de forragem. Nos animais alimentados com aveia, o fluxo duodenal de
NNANM aumentou linearmente, enquanto que naqueles alimentados com tifton diminuiu
linearmente com o aumento da infusdo ruminal de GB. Como consequéncia, a propor¢ao da
proteina degradada no riamen diminuiu linearmente quando a dieta consistiu em aveia e
tendeu a aumentar quando a dieta foi tifton, principalmente na dose mais alta de GB. Menos
de 1% do glicerol infundido no rdmen chegou ao intestino delgado. A conclusdo € que a
presenca de GB no rimen de animais alimentados com forragem, independente se for
graminea tropical ou temperada, diminuiu drasticamente a oferta de aminoacidos e de
energia digestivel, principalmente por reduzir o consumo de forragem.

Palavras-chave: Avena strigosa. Cynodon spp. Consumo. Fermentacdo ruminal.
Digestibilidade. Ruminantes.



ABSTRACT

Doctor’s Thesis
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NUTRITIONAL IMPACT OF RUMINAL INFUSION OF GROSS

GLICERINE LEVELS IN OVINES FED WITH FORAGE
AUTHOR: DIEGO ZENI
ADVISOR: GILBERTO VILMAR KOZLOSKI
Santa Maria, August 05, 2013.

The aim of this study was to evaluate the impact of rumen infusion levels (0, 0.5, 1.5
and 3 ml / kg body weight (BW)) of crude glycerin (CG) on intake and digestion by sheep fed
tropical or temperate forage . Two experiments were conducted in a double 4x4 Latin square
each with eight Corriedale breed sheep (26 + 3 kg BW), cannula implanted with ruminal and
duodenal probe. In one of the experiments the animals were fed oats and the other of Tifton.
A third test was performed to measure the rate of disappearance of glycerol in the rumen. No
significant interaction with treatment diet for most of the variables analyzed. Ruminal infusion
of CG linearly reduced forage intake, ruminal pH and ammonia N concentration in ruminal
fluid, but no effect on ruminal digestibility or total organic matter, neutral detergent fiber and
nitrogen compounds. Similarly, linearly decreased urinary and fecal excretion of N, as well as
the amount of a-amino N which flowed into the duodenum, but did not affect the retention of
N. The duodenal flow of microbial N was similar in all treatments when estimated by purine
derivatives in the urine, but was negatively affected by the CG when estimated by purines in
duodenal digesta. Regardless of the label used, the efficiency of microbial protein synthesis
was not affected by CG. The duodenal flow of N and not microbial no ammonia (NNANM) as
well as the proportion of degradable protein in their diet, were affected by treatment
interaction with type of material. In animals fed with oats NNANM duodenal flow increased
linearly, whereas those fed Tifton decreased linearly with increasing ruminal infusion of CG.
As a result, the proportion of the protein degraded in the rumen linearly decreased when the
diet was oats, and tended to increase when the diet was Tifton, particularly at the highest
dose of CG. Less than 1% of the glycerol infused into the rumen reached the small intestine.
In conclusion, the presence of CG in the rumen of animals fed forage, regardless if it is
tropical or temperate grass, dramatically lowers the supply of amino acids and digestible
energy, mainly by reducing forage intake.

Keywords: Avena strigosa, Cynodon spp, intake, ruminal fermentation, digestibility,
ruminants.
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1 INTRODUCAO

A glicerina bruta (GB) é um coproduto da industria do biodiesel (ABDALLA et
al., 2008). Para cada 90 m3 de biodiesel produzidos, sédo gerados 10 m? de GB
(DASARI et al., 2005). A exigéncia, por parte do Programa Nacional de Producéo e
Uso de Biodiesel do Governo Federal, de adicdo do biodiesel ao Oleo diesel sera de
5% a partir de 2013. Desta forma, seréo necessarios cerca de 2,5 bilhdes de litros
de biodiesel para cumprir a Lei 11097/2005 (ABDALLA et al., 2008). As industrias de
tabaco, alimentos, bebidas e cosméticos (DASARI et al., 2005) possivelmente néo
irdo aproveitar todo o excedente de GB, sendo necessario encontrar novas
aplicacoes para este coproduto e, dentre elas podemos citar 0 uso na alimentacao
animal.

Sé&o dois os fatores que tornam relevante pesquisar o uso de GB como
ingrediente para alimentacdo animal. O primeiro € seu potencial energético. O
segundo fator esta atrelado a responsabilidade ambiental, uma vez que, devido a
crescente producdo de biodiesel, € necessario absorver a producdo deste
coproduto. De acordo com a Food and Drug Administration (FDA, 21 C.F.R.
582.1320, 2006), a GB tem seu uso seguro e reconhecido na alimentacdo animal.
Neste contexto, o uso de GB como fonte energética para ruminantes vem
despontando como uma alternativa para produtores em todo o Pais.

Apesar de pesquisas utilizando a GB como suplemento alimentar ndo serem
raras, a maioria dos trabalhos foi realizada com animais confinados e/ou recebendo
este suplemento em substituicdo a parte de algum concentrado energético. No
entanto, além do efeito nutricional da GB ficar confundido com efeito do
concentrado. A producgédo de ruminantes no Brasil é predominantemente realizada
em sistemas pastoris. Estes sistemas se caracterizam por estacionalidade produtiva
e por uso restrito de alimentagao suplementar.

No sul do Brasil, a producdo de ruminantes € baseada no uso de gramineas
de estacéo quente (C4) durante o verdo e em gramineas de estacéo fria (C3) durante
o inverno. No primeiro caso, a produtividade é geralmente limitada por baixa oferta
de energia e de proteina metabolizavel, em funcdo de que gramineas C, contém
altos teores de fibra. Nesta situacdo, a suplementacdo com GB poderia aumentar

diretamente a oferta de energia metabolizavel aos animais e, indiretamente,
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potencializar o crescimento microbiano ruminal e a digestibilidade da fibra. Por outro
lado, as gramineas Cj usualmente apresentam alta digestibilidade, porém contém
altos teores de N solavel, acima da disponibilidade de carboidratos fermentaveis e
da capacidade de captacao pelos microorganismos ruminais. A eficiéncia do uso do
N por animais alimentados com estas gramineas é usualmente reduzida, a qual
poderia ser melhorada pela suplementacdo com GB.

O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o impacto da infusdo ruminal de
GB sobre a ingestdo e digestdo em ovinos alimentados exclusivamente com
graminea Cz ou C4. A inovacdo deste trabalho consistiu em avaliar o uso
suplementar de GB para animais alimentados exclusivamente com forragem. Como
critério para definir a oferta de suplemento, foi utilizado o peso corporal. O peso

corporal € um critério de facil aplicacdo a campo e permitira eliminar confundimento.



2 HIPOTESE

A glicerina bruta apresenta o potencial de melhorar a eficiéncia de utilizagédo
ruminal do nitrogénio sem afetar a digestibilidade da fibra em animais alimentados
com gramineas temperadas.

A glicerina bruta apresenta o potencial de aumentar a oferta de energia e

proteina metabolizavel em animais alimentados com gramineas tropicais.



3 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

3.1 Caracterizacao da glicerina bruta

A GB é definida como a glicerina separada do biodiesel sem sofrer qualquer
tipo de purificacdo, apresentando-se na forma de liquido viscoso pardo escuro. As
caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais da GB dependem do tipo de acido
graxo (gordura animal ou 6leo vegetal) e do tipo de catalise empregada na producéo
de biodiesel (RIVALDI et al., 2007).

A chamada glicerina loura é normalmente utilizada para designar a glicerina
oriunda dos processos de producdo de biodiesel, quando a fase glicerinosa sofreu
tratamento acido para neutralizacdo do catalisador e remocdo de acidos graxos
eventualmente formados no processo. Em geral, essa glicerina contem cerca de
80% de glicerol, além de agua, alcool e sais dissolvidos e apresenta coloracdo mais
clara que a GB. Nas plantas de producao de biodiesel no Brasil, o alcool utilizado é o
metanol, assim como o catalisador mais utilizado e o hidroxido de sodio.

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

De acordo com Berenchtein (2008), sdo necessarios processos complexos e
de alto custo para que a GB alcance as exigéncias em grau de pureza necessaria
para fins alimenticios e farmacéuticos, visto que apresenta impurezas provindas de
reagentes como a agua, catalisadores (alcalino ou acido), alcoois (etanol ou
metanol), acidos graxos livres, ésteres, propanodibdis, monoéteres, oligdbmeros de
glicerina e polimeros (PINTO et al., 2008).

A reacdo de transesterificacdo consiste na substituicdo do glicerol da
molécula por um alcool primario de cadeia curta, geralmente o metanol ou etanol,
para produzir ésteres e glicerol na presenca de catalisador, que tem por finalidade
aumentar a velocidade da reagéo.

As reacdes com catalisadores basicos sdo mais rapidas, sendo comumente

utilizados o hidroxido de sodio (NaOH) ou hidréxido de potassio (KOH). Porém, o
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hidréxido de sédio é o mais usado, por ser facilmente encontrado no mercado e
possuir menor valor comercial. Dependendo do catalisador a ser utilizado, ocorrera a
geracdo de uma glicerina bruta com niveis diferenciados de Na ou K, que devem ser
avaliados para possivel utilizacdo da glicerina nas formulacdes de racdes animais
(PENZ JUNIOR; GIANFELICE, 2008).

Os catalisadores basicos, como os hidroxidos de sédio e potassio, tém como
inconveniente a reacdo secundaria de saponificacdo, quando em excesso (ARAUJO
et al., 2008).

MATERIA PRIMA

PREPARACAO DA

MATERIA-PRIMA METANOL
: ou ETANOL
l Oleo ou
CATALISADOR: V. Gordura
(NaOH ou KOH) : REACAO ! .
3 TRANSESTERIFICACAO ’ N

Alcocl Etilico

l ou Metilico
SEPARACAO

Ease DE FASES -
Pesada Leve
DESIDRATACAO
DO ALCOOL
RECUPERACAO DO N RECUPERACAO DO
ALCOOL DA GLICERINA NS ALCOOL DOS ESTERES
Excessos
Glicerina de Alcool
Bruta Recuperaco
DESTILACAO PURIFICACAO
DA GLICERINA DOS ESTERES
RESIDUO GLICERINA BIODIESEL

GLICERICO DESTILADA

Figura 1 - Fluxograma da Producé&o de Biodiesel
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A equacdo global de transesterificacdo é apresentada na Figura 2, na qual a
reacdo demanda trés moles de alcool por cada mol de triglicerideo. Esta reacdo é
consequéncia de um numero de reacdes reversiveis e consecutivas mostradas na
Figura 3. A primeira consiste na conversdo de triglicerideos em diglicerideos,
seguida da conversdo deste diglicerideos em monoglicerideos e, finalmente, de
monoglicerideos a glicerol, rendendo uma molécula de éster de alcool por cada
glicerideo em cada etapa da reacdo. Contudo, no processamento industrial, o
glicerol resultante do processo reacional ndo esta livre de contaminantes. Por isso, a

porcdo liquida viscosa com elevada concentracdo de glicerol é denominada de
glicerina bruta.

0
0 |
”l‘ R1 O-R
R1" 0O
' b aROwH catalisador ? H?
- - : HO
R2. 00— R DGR + . _OH
ﬂ alcool
8 /
0 0
R3— [
5 R3™ "O-R
Triglicerideos (dleo vegetal- gordura animal) ésteres (biodiesel) glicerol

Figura 2 - Reagéo global de transesterificagéo dos triglicerideos
Fonte: Rivaldi et al. (2007)

catalisador i
1. Triglicerideo (TG) +  R-OH - - Diglicerideo (DG) + R'COO-R,
catalisador L
2. Diglicerideo (DG) + R-OH - = Monoglicerideo (MG) + R COO-R,
catalisador )
3. Monoglicerideo (MG) + R-0OH - =  Glicerd (GL) + R COO-R,

Figura 3 - Reagfes consecutivas de transesterificagdo dos triglicerideos
Fonte: Rivaldi et al. (2007).
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As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais da GB dependem do &cido
graxo utilizado (gordura animal ou 6leo vegetal) e da catalise empregada na
producdo de biodiesel (RIVALDI et al., 2007), bem como da eficiéncia dos
equipamentos utilizados no processo (KERR et al., 2007). Segundo Penz Junior e
Gianfelice (2008), a concentracdo energética da GB determina a eficiéncia do
processo de transesterificacdo, em que niveis baixos de energia bruta sdo a
resposta do melhor aproveitamento dos acidos graxos no processamento, sem
sobra de triglicerideos intactos. Porém, niveis de energia bruta elevados podem
significar a ineficiéncia do processo, acarretando em maior concentracdo dos
produtos residuais.

Nos Estados Unidos, foi estabelecido que para a GB ser usada como
componente de alimentos o nivel maximo de metanol ndo pode exceder 150 ppm
(Code of Federal Regulations 8573.640). Dasari (2007) apresentou dados coletados
em plantas de biodiesel nos Estados Unidos em que a GB tinha niveis de metanol
variando de <100 ppm até 11.500 ppm. Todavia, como a glicerina obtida do
processo de transesterificacdo do 6leo apresenta-se na forma bruta, com impurezas
- metais pesados, excesso de lipideos e metanol, os impactos no consumo, na
digestibilidade dos componentes da dieta e no desempenho animal podem ser
diferentes dos obtidos com a glicerina purificada, de custo mais elevado.

A intoxicacdo por metanol em animais € identificada pela excrecdo de acido
férmico na urina. O metanol ingerido é oxidado no figado a formaldeido e este a
acido férmico. O &cido féormico € a substancia téxica. Lammers et al. (2008)
indicaram que, quando em quantidades elevadas, o acido férmico pode causar
cegueira pela destruicdo do nervo Optico, sendo relatadas também a ocorréncia de
depressdo do sistema nervoso central, vomito, acidose metabdlica e alteracédo
motora. No entanto, o uso de GB com contaminantes, como, por exemplo, metanol,
nao apresenta toxicidade para ruminantes, pois metanol é um dos produtos do

metabolismo bacteriano ruminal.
3.2 Glicerol: caracteristicas e fermentagéo ruminal
O (glicerol (Figura 4) ou propano-1,2,3-triol € um composto organico

pertencente a funcdo alcool, liquido a temperatura ambiente (25°C), higroscopico,

inodoro, viscoso e de sabor adocicado (IUPAC,1993).
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Figura 4 - Férmula estrutural do glicerol

O glicerol é um componente normal do metabolismo celular, particularmente
do metabolismo dos trigliceridios, assim como dos intermediarios da rota glicolitica
ou gliconeogénica (Figura 5). Quando absorvido do trato digestivo ou administrado
via sanguinea pode ser oxidado, utlizado como precursor da sintese de
triglicerideos no tecido adiposo ou utilizado na rota neoglicogéncia hepética. A
substituicdo do propilenoglicol (1,2-propanodiol) por glicerina (1,2,3-propanotriol) no
periodo de transicdo de vacas leiteiras aumentou a sintese de lactose e a producéo
de leite (DOPPENBERG ; VAN DER AAR, 2007).
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Figura 5 - Converséao do glicerol a intermediérios da rota glicolitica

Trés diferentes destinos tem sido reportados para o glicerol quando este entra
no rimen: 1) passagem para o intestino delgado, 2) absor¢do através da parede
ruminal, 3) ou captacdo e metabolismo pelas bactérias ruminais (CHUNG et al.,
2007; KREHBIEL, 2008). As bactérias oxidam o glicerol a acidos graxos volateis. Em
torno de 50 a 70% do glicerol fornecido na dieta de bovinos desapareceu do rimen
em 4 horas (DONKIN, et al 2009). Foram reportados aumentos nas concentracdes
ruminais de acetato e propionato (WRIGHT, 1969) ou de propionato e butirato
(CZERKAWSKI & BRECKENRIDGE, 1972) quando GB foi usada como suplemento
em estudos in vivo. REMOND et al. (1993) também verificaram aumento nas

concentragdes de propionato e butirato em estudo in vitro.
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3.3 Efeito da glicerina bruta sobre consumo, digestdo e desempenho de

ruminantes

Avaliando o efeito da substituicdo de milho por glicerol em niveis de 0, 5, 10 e
15% da MS de dietas de vacas em lactagdo, Donkin et al. (2009) ndo observaram
aumento no consumo de MS e producao e composicao do leite, assim como Gun et
al., (2010) que avaliaram o efeito da inclusdo de glicerina em substituicdo ao milho
moido em niveis de 0, 5, 10, 15 e 20% da MS com dietas isoprotéicas e
isoenergéticas para ovinos, ndo observando efeitos sobre o consumo de MS, ganho
de peso e caracteristicas da carcaga. No entanto, Lage et al. (2010) ao avaliarem a
inclusdo de 0, 3, 6, 9 e 12% de GB em substituicio ao milho em dietas para
cordeiros observaram um efeito linear decrescente no consumo de MS e na
digestibilidade da FDN com o aumento nos niveis de GB. O mesmo detectaram
Parsons et al. (2009) que, ao suplementarem 0, 2, 4, 8, 12 e 16% de GB (%MS) em
substituicio ao milho em dietas para novilhas, observaram reducdo linear no
consumo de MS com o aumento nos niveis de suplementacdo. Avila-Stagno et al.
(2013) observaram reducgdo linear no consumo de matéria seca de ovinos
confinados suplementados com dietas que continham niveis de 0, 7, 14 e 21 % da
MS de glicerina bruta e Boyd et al, (2013) ao suplementarem 0, 200 ou 400 g de
glicerol para vacas de leite, observaram reducdo da IMS com a inclusédo de glicerol
comparado com o controle. No entanto, outros autores nao encontraram diferenca
na ingestdo de matéria seca (IMS) ao incluir glicerol na dieta de ruminantes em
substituicdo de parte do milho da dieta (DeFRAIN et al., 2004; LINKE et al., 2004)

Wang et al. (2009) trabalhou com 8 bovinos em um Quadrado Latino 4x4, com
0 objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo de glicerol sobre a fermentagao
ruminal, excrecao urinaria de derivados de purina e a digestibilidade do alimento em
todo o trato digestivo, na qual a dieta era igual para todos os animais, sendo que
diferia nos niveis de glicerol Oml de glicerol controle, 100ml (BG), 200ml (MG) e
300ml (AG), sendo que o aumento da suplementacdo de glicerol aumentou a
concentracdo de acidos graxos no rumen e alterou a fermentacdo ruminal, com
maior producao de propionato, sendo que o nivel de infusdo de 200 mL foi o que
apresentou melhor resultado.

Pereira et al. (2007) avaliaram a influéncia da GB (0; 0,5; 1; 2; 3 e 5%) na

cinética de fermentacdo in vitro do feno de Brachiaria brizantha cv. Marandu et al.
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observaram que o acréscimo de 2 ou 5% de GB modificou as curvas de producéo de
gases e que a GB teria efeito negativo nos parametros de cinética de producéo de
gases e digestibilidade. Entretanto, a fermentacdo do glicerol por microrganismos
ruminais proporciona elevados niveis de producdo de acidos graxos volateis no
rimen, principalmente propionato e butirato, que sdo utilizados como principais
fontes de energia para mantenca e producdo animal, além de diminuir a razao
acetato:propionato (BERGMAN, 1990; TRABUE et al., 2007). Roger et al., (1992) ao
avaliarem os efeitos da inclusdo de 0.1, 0.5, 1, 2 ou 5% de glicerol no meio de
incubacéo in vitro sobre o crescimento e atividade celulolitica ruminal, observaram
reducdo dréstica no crescimento e atividade celulolitica com 5% de inclusdo de
glicerol, assim como EI-Nor et al. (2010), que incluiram 0, 3.6, 7.2 e 10.8% (%MS) de
glicerol em substituicdo ao milho com fermentadores continuos, ndo encontrando
efeito sobre o pH, concentracdo de amobnia e a digestiblidade da MS, porém
observaram que reduziu a digestibilidade da FDN. Lee et al. (2011) avaliaram in vitro
a fermentacado do glicerol (0.5 g) e a inclusdo deste no meio de incubacéo (0.1 g)
com alfafa ou milho, resultando em aumento na producéo de propionato, diminui¢ao
da taxa Acetato/propionato, reduzindo a producdo de gas metano, fato este que
indica que o glicerol pode aumentar a eficiéncia da utilizacdo da energia da dieta
pelos ruminantes. Avila et al. (2011) reportaram aumento linear na digestibilidade in
vitro da MS quando o glicerol foi incluido na concentracdo de 0 a 21% da MS, em
substituicdo de grdo de cevada em dietas com 50% de cevada grédo e 50% de
silagem de cevada para bovinos confinados.

Ao medirem a absorcdo da GB e o metabolismo do glicerol no figado de
vacas que receberam, via canulas ruminal, 925 g/dia de GB com 85% de glicerol,
Kristensen e Raun (2007) recuperaram, na veia porta, 10% de glicerol administrado
que foi absorvido pelo figado e convertido em glicose e o glicerol ndo-recuperado na
veia porta, possivelmente, foi convertido a propionato no rumen, que poderia
contribuir com a gliconeogénese. Osborne et al. (2009), estudando o efeito da
suplementacao de glicerol 20mL/litro de 4gua e Oleo de soja 10g/litro de agua em
vacas, sete dias antes e sete dias ap0s o parto, concluiram que o glicerol ndo possui
efeito glicogénico em vacas suplementadas na agua e nem o glicerol e nem o dOleo
de soja foram capazes de baixar a quantidade de beta-hidroxibutirato nos animais
pés-parto. No entanto, Chung et al. (2007) avaliaram os efeitos da suplementacéo

de 250 g/d de glicerina seca para vacas do parto até 21 dias apds o parto, quando
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vacas recebendo glicerina seca tiveram um balanco energético positivo (maior
concentracdo de glicose e menor de beta-hidroxibutirato no plasma e menor
concentracdo de corpos cetdnicos na urina), indicando um efeito glicogénico da
suplementacdo. J& DeFrain et al. (2004), que suplementaram vacas 14 dias pré-
parto até 21 dias de lactacdo com 430 ou 860 g/d de glicerol, encontraram reducao
de 17% no consumo de MS com a suplementagéo.

Ramos e Kerley (2011), ao estudarem o efeito dietético dos niveis de GB
sobre a fermentacdo ruminal em culturas continuas e sobre a performance de
carcaca de bovinos, concluiram que os niveis de GB em substituicdo ao milho
diminuem a relagédo acetato:propionato e aumentam a propor¢ao de lactato e que a
GB poder ser incluida em dietas a base de forragem até um taxa de 20% sem efeito

negativo sobre a performance de carcacas.

3.4 Caracteristicas nutricionais das gramineas de estacdo fria e de estacédo

quente

Existem diferencas de composicdo bromatoldgia entre as gramineas de
estacdo fria (aveia) e estacdo quente (feno tifton), as quais sdao amplamente
difundidas nos sistemas de producdo de ruminantes no RS, mas que divergem, em
aspectos qualitativos, para utilizacdo na alimentacédo de ruminantes.

A disponibilidade e a qualidade das forrageiras séo influenciadas pela espécie
e pela cultivar, pelas propriedades quimicas e fisicas do solo, pelas condicdes
climaticas, pela idade fisiol6gica e pelo manejo a que a forrageira é submetida
(ALQUINI et al. 2003). Caracteristicas quimicas da planta forrageira, como elevadas
concentracbes de lignina na parede celular, comprometem a digestibilidade da
matéria seca e a alta concentracéo de parede celular limita o consumo pelos bovinos
pela limitacdo fisica (ALQUINI et al. 2003). Apesar de representar a maior parte da
matéria seca das forrageiras e constituir-se na maior fonte de energia para
ruminantes sob regime de pastejo, frequentemente menos de 50 % da parede é
prontamente digestivel e utilizada pelo animal (PACIULLO, 2000). Neste caso, a
anatomia da planta, o tipo de arranjo das células nos tecidos, a proporcao de tecido
e espessura da parede celular desempenham importante papel sobre a digestdo de
gramineas forrageiras (WILSON E MERTENS, 1995).



23

bY

A digestibilidade de uma forrageira estd relacionada a sua composicao
bromotaldgica e também a sua composicdo histologica (BRITO et al., 1997). Assim,
maiores quantidades de tecidos vasculares lignificados e esclerenquimaticos
proporcionam menores taxas de digestibilidade (RODELLA, 1982). Com o
envelhecimento das plantas ocorre espessamento e lignificacdo das paredes
celulares, principalmente na regido dos feixes vasculares. Este fendmeno foi
relacionado com a reducéo das areas de digestdo dos tecidos (HANNA et al., 1973).
A epiderme constitui-se em uma barreira para a aderéncia e penetracdo dos
microrganismos ruminais no processo de digestdo dos tecidos vegetais, dai a
importancia da mastigacdo e da ruminagdo no processo do rompimento da
epiderme. A digestibilidade apresenta acentuada reducdo com o aumento da idade,
evidenciando que o estadio de desenvolvimento € o mais importante fator a
influenciar o valor nutritivo das plantas forrageiras (PACIULLO, 2000).

As gramineas sao classificadas em duas categorias quanto a sua adaptacao
ambiental e eficiéncia fotossintética, espécies temperadas (ciclo metabdlico C3) e
tropicais (ciclo metabdlico C,). Normalmente, as espécies forrageiras temperadas
apresentam melhor qualidade, definida em termos de digestibilidade, consumo e teor
de proteina (MOREIRA, 2006). A degradacéo ruminal de gramineas hibernais ocorre
mais rapidamente por apresentarem parede celular mais fina e com maior
degradabilidade ruminal, como o teor de lignina, quando comparado com as
espécies estivais. Por outro lado, as gramineas tropicais apresentam maior
eficiéncia fotossintética, sendo, portanto, mais produtivas em termos de matéria
seca (VALLE, 2001).

Em geral, altos valores de digestibilidade sdo observados nas espécies
forrageiras de estacdo fria quando comparados com as de estagcao quente
(MACADAM et al.,1996). Minson & Mcleod (1970), em trabalho avaliando mais de
1000 espécies de gramineas tropicais e temperadas, mostraram uma diferenca
média de 13% a menos na digestibilidade da matéria seca nas forrageiras de clima
tropical.

Conforme Pereira (2007), as pastagens de clima temperado bem manejadas
apresentam valores de proteina bruta proximos a 20% e fibra detergente neutro
(FDN) entre 40 e 50%, indicativos de uma forragem de excelente qualidade. Ao se
utilizar dietas baseadas em gramineas de estagcdo fria (C3), aparecem muitos

beneficios, mas existem aspectos negativos como, por exemplo, 0 excesso de
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nitrogénio soltvel no rimen, o qual acaba ndo sendo incorporado pelas bactérias
ruminais, sendo absorvido na forma de amdnia e excretado como ureia, fato este
gue tem um custo energético para o animal e um efeito contaminante para o meio
ambiente. Sabe-se que isto acontece principalmente pela falta de energia
(carboidratos fermentaveis) para as bactérias ruminais aproveitar o nitrogénio
solavel. O uso de GB em animais que se alimentam exclusivamente com gramineas
Cs poderia ser a alternativa para suprir a deficiéncia de energia para as bactérias
ruminais.

Por outro lado, a utlizacgdo de GB na dieta de animais alimentados
exclusivamente com gramineas (C,), além de aumentar diretamente a oferta de
energia digestivel, poderia indiretamente aumentar o crescimento bacteriano e

potencializar o uso da forragem.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e época

Foram conduzidos dois ensaios de digestibilidade in vivo com ovinos nas
instalacdes do Laboratorio de Bromatologia e Nutricdo de Ruminantes pertencente
ao Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria, RS. O

estudo foi conduzido no ano de 2012.

4.2 Ensaios 1 (Aveia preta) e 2 (Feno de tifton) — Avaliagcdo do Consumo e
digestibilidade

4.2.1 Animais, dietas e delineamento experimental

O protocolo de pesquisa seguiu as diretrizes recomendadas pela Comissao
de Etica e bem estar no uso de animais para pesquisa da Universidade Federal de
Santa Maria, sob 0 numero 23081.000480/2012-01.

Foram utilizados oito ovinos, machos castrados da raca Corriedale (26 = 3 kg
de peso corporal (PC), implantados cirurgicamente com uma canula em forma de “T”
no duodeno proximal e uma sonda no rimen em um delineamento experimental
duplo Quadrado Latino 4x4 para avaliar o efeito de quatro niveis de inclusdo de
Glicerina Bruta (GB), 0,(controle) 0.5, 1.5 e 3mL/Kg/PC.

A utilizacdo de uma quantidade fixa de GB por kg de peso corporal deve-se a
inexisténcia na literatura de niveis e efeitos nutricionais desse ingrediente em
animais alimentados exclusivamente com forragem, em situacdes nas quais o0
produto é ofertado com base no peso corporal de animais mantidos em pastagens.
Inicialmente, as doses pretendidas eram de 0, 1.5, 3.0 e 4.5 mL/Kg/PC. Contudo, o
uso da dose 4.5mL/Kg/PC levou ao aparecimento de acidose ruminal aguda nos
animais e, inclusive, levando um dos animais veio a obito. Apos isso, foi substituido
o tratamento 4.5 pelo tratamento 0.5 mL/Kg/PC.

As dietas experimentais foram constituidas de aveia preta (Avena strigosa
Schreb, Ensaio 1) fresca em estagio vegetativo ou feno de tifton (Cynodon spp,

Ensaio 2). A pastagem de aveia foi implantada e cortada no ano de 2012, logo ap0s
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ser cortada a uma altura de 5 cm acima do nivel do solo quando atingiu uma altura
média de 30 cm e armazenada em uma camara de congelamento a -20°C durante
todo o periodo experimental. O Feno de tifton foi adquirido de uma propriedade, o
qual foi cortado e enfenado no ano de 2011.

O volumoso foi ofertado duas vezes ao dia, as 08h e as 17h de forma ad
libitum, com ajuste de sobra de 10% do ofertado. A GB foi infundida diretamente no
rimen via sonda ruminal, em torno de 15 minutos apds o fornecimento do alimento.
O alimento ofertado e as sobras foram pesados diariamente para determinacédo do
consumo. O feno de tifton foi triturado em particulas de £+ 3 cm antes de ser
fornecido e a aveia era retirada da camara fria = 1 hora antes de ser fornecida para
os animais. Agua e sal mineral contendo (g/kg): Ca: 165 g, P: 73 g, Na: 117 g, Mg:
159g,Mn:15¢g, Zn: 3,09, Fe: 2,0g, Cu: 0,2 g, Co: 0,025 g, I: 0,04 g, Se: 0,01 g, F:
0,74 g, foram ofertados em cochos separados a vontade.

A composi¢do quimica dos alimentos € apresentada na tabela 1 e a

composicao da Glicerina Bruta (GB) na tabela 2.

Tabela 1 — Composicdo quimica® dos alimentos

Item” Aveia Preta Feno de Tifton
0,
MS (%) 18.2 92
Composicéo (% da MS)
MO 82.6 89.9
N total 3.31 1.82
FDN 56.1 74.8
FDA 32.4 375
MM 17.1 10.1
NIDN (%MS) 0.83 0.82
NIDA (%MS) 0.11 0.11
LDA (%MS) 6.4 4.2

'MS= matéria seca; MO= matéria organica; N total= nitrogénio total; FDN= fibra em detergente neutro;
FDA= fibra em detergente acido; MM= matéria mineral; NIDN= nitrogénio insoltvel em detergente
neutro; NIDA= nitrogénio insoltvel em detergente acido; LDA= lignina.



Tabela 2 - Composicédo quimica® da glicerina bruta.
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Item’ Glicerina Bruta (%)
Composicéo (% da MS)
MO 92
PB 0.29
EE 0.6
MM 8
Glicerol 84
Ca 3.8
K 0.004
Na 3.8
P 0
Contaminantes

As < 50ppb

Cd < 25 ppb

Pb <100 ppb

'MS= matéria seca; MO= matéria organica; PB= Proteina bruta; EE= Extrato etéreo; MM= matéria
mineral; Glicerol= % na glicerina bruta; Ca= Célcio; K= potassio; Na= Sédio, P= fésforo; As= Arsénio;
Cd= Cadmio; Pb=Chumbo.

4.2.2 Conducgao do experimento

Apos a cirurgia de implantacdo da canula no duodeno e recuperacdo do
procedimento cirdrgico, os animais foram alojados em gaiolas de metabolismo
providas de cochos para volumoso, sal mineral e bebedouro com &gua
permanentemente disponivel, onde permaneceram durante todo o periodo
experimental. Antes da fase experimental, os animais passaram por um periodo
pré-experimental de uma semana para adaptacdo as instalacdes, sistema de
alimentacdo e manejo, quando receberam também tratamento antiparasitario.

O experimento foi conduzido em duplo Quadrado Latino 4x4, para cada uma
das forragens, com periodos de 15 dias, sendo 10 dias de adaptagcdo as dietas e

cinco dias de coleta de amostras.

4.2.3 Coletas de amostras

Os alimentos ofertados foram pesados e amostrados diariamente do 10° ao
15° dia de cada periodo experimental. O total de fezes foi coletado diariamente ao
longo do periodo de coletas e armazenados a -20°C. Ao final de cada periodo
experimental, as fezes foram descongeladas, pesadas, homogeneizadas e uma

amostra de cada animal foi coletada. As amostras dos alimentos e das fezes foram
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secas em estufa com circulacao forgada de ar a 55°C durante pelo menos 72 horas,
moidas através de peneira de Imm (moinho Willey, Arthur H. Thomas, Filadélfia, PA,
EUA) e armazenadas para posterior analise.

A urina foi coletada através de um colete de borracha e lona, fixado no animal
com o auxilio de duas tiras no dorso com uma mangueira de latex presa a um galéo
de 5 litros, contendo 100 mL de uma solucdo de &cido sulftrico (H.SO,4) a 20% (v/v)
suficiente para reduzir o pH a valores abaixo de 2. Num primeiro momento, da
excrecao total, a qual foi medida diariamente, para amostragem, foi coletada uma
aliquota de 1% do volume total, diluida com agua destilada até completar 50 ml e
congelada fazendo uma composta para posterior andlise. No segundo momento,
coletou-se a urina total, e desta tirou-se uma amostra diaria de 10 mL em baldo
volumétrico de 50 mL, cujo volume foi completado com agua destilada e
armazenado em congelador (-20°C) para posterior andlise. As amostras foram
compostas por animal por periodo.

Entre os dias 11° ao 14° dia de cada periodo, foram coletadas amostras do
conteudo duodenal (aproximadamente 100 ml) a intervalos de 12 horas,
acrescentando 3 horas a cada coleta para o dia seguinte. Estas amostras foram
compostas por animal e por periodo e congeladas para posterior analise.

Para analise da concentracdo do glicerol na digesta duodenal, foi coletada
uma amostra do liquido sobrenadante da amostra composta duodenal, o qual foi
filtrado com o auxilio de papel filtro e congelado para posterior analise.

Amostras de liquido ruminal (100 mL) foram coletadas no 15° dia de cada
periodo. As amostragens eram realizadas antes da alimentacdo da manha (tempo
zero)e 2, 4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 24 horas. Imediatamente apds a coleta, as
amostras eram filtradas com tecido de nylon de 50 p. Logo apés, era feita a leitura
do pH (peagametro digital MB 10 Master) e, a seguir, duas aliquotas eram
coletadas.

Do liguido coletado em cada tempo foi guardada uma aliquota de 18mL que
foi tratada com H,SO, (2ml) e mantidas congeladas a -20°C, em recipientes
plasticos identificados e com tampa, para posteriores analises de nitrogénio
amoniacal.

A sintese de proteina microbiana ruminal foi estimada com base na excrecdo

urinéria das purinas e dos derivados de purinas.
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4.3 Ensaio 3 — Avaliacdo da taxa de desaparecimento do glicerol no ramen

Foram utilizados oito ovinos, machos castrados da raca Corriedale (26 + 3 kg
de peso corporal (PC), implantados cirurgicamente com uma sonda no rumen. O
manejo e as dietas experimentais foram 0s mesmos descritos anteriormente.

Este ensaio adicional, para avaliar a taxa de desaparecimento do glicerol
infundido no ramen, foi conduzido em fungéo de que o tratamento com solucéo acida
das amostras de liquido ruminal, coletadas no ensaio de digestibilidade, inviabilizou
a determinacao do glicerol nas amostras.

Apos a cirurgia de implantacdo da sonda no rumen, os animais foram alojados
em gaiolas de metabolismo providas de cochos para volumoso, sal mineral e
bebedouro com agua permanentemente disponivel, onde permaneceram durante
todo o periodo experimental.

O experimento foi conduzido em duplo Quadrado Latino 4x4, para cada tipo
de Volumoso. Os periodos experimentais foram de 4 dias, sendo 3 dias de
adaptacao as dietas e um dia de coleta de amostra de liquido ruminal.

Amostras de liquido ruminal (50 mL) foram coletadas no 4° dia de cada
periodo, antes da alimentacdo da (tempo zero) e 2, 4, 6 e 8 horas ap6s a infusédo
ruminal da glicerina bruta. Imediatamente apds a coleta, as amostras eram filtradas
com tecido de nylon de 50 p de porosidade, e uma aliquota era coletada e
congelada para posterior analise do glicerol.

4.4 Andlises quimicas

O teor de matéria seca (MS) das amostras de alimento, eventuais sobras,
fezes e digesta duodenal foram determinadas por secagem em estufa a 105°C por
pelo menos 12 horas. A matéria mineral (MM) foi determinada pela queima em mufla
a 600°C durante 4 horas.

O nitrogénio total (N) foi determinado por método Kjeldahl (Método 984.13,
AOAC, 1997). O nitrogénio insoluvel em detergente neutro (NIDN) e insoluvel em
detergente acido (NIDA), nitrogénio ndo proteico (NNP) e nitrogénio solavel e
insolavel em tamp&o borato-fosfato foram determinados de acordo com Licitra et al.
(1996).
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A andlise dos teores de fibra em detergente neutro (FDN) foi baseada em
Mertens (2002), e de fibra em detergente &cido (FDA) e lignina em detergente &cido
(LDA) baseada no método 973.18 do AOAC (1997). Contudo, as amostras foram
pesadas em saquinhos de poliéster (porosidade de 16 J) e tratadas com solucao
detergente neutro (FDN) ou &cido (FDA) em autoclave a 110°C, durante 40 minutos
(SENGER et. al., 2008). Para analise de LDA, os saquinhos contendo o residuo
detergente acido foram tratados em &cido sulfarico 12 M durante 3 horas.

O teor de purinas foi quantificado nas amostras de digesta duodenal segundo
a técnica proposta por Makkar e Becker (1999). A andlise de N a-amino na digesta
duodenal foi realizada de acordo com método adaptado de Palmer e Peters (1969),
descrito previamente por Hentz et al., (2012).

A concentracdo de N amoniacal (N-NH3) no fluido duodenal foi analisada
colorimetricamente conforme Weatherburn (1967).

Nas amostras de fluido ruminal acidificadas com H,SO,4 (20%) determinou-se
a concentracdo de N-NH3 conforme Weatherburn (1967).

A andlise de glicerol no liquido ruminal e duodenal foi realizada com um kit
enzimatico comercial, fornecido pela Bioclin (Quibasa), para determinacdo de
triglicerideos, usando como padrao glicerina (glicerol P.A. Vetec).

Em um amostra de GB bruta, foram determinadas as quantidades de glicerol
através de Kit colorimétrico Bioclin, A concentracdo de extrato etéreo na GB foi
realizada conforme Bligh e Dyer (1959). A concentracdo de minerais e
contaminantes foi realizada por espectrofotometria de emissao éptica com plasma
indutivamente acoplado conforme Korn et al., (2008).

4.5 Célculos

A digestibilidade aparente da matéria seca (DMS), assim como das demais

fracOes, foi calculada como:

DMS (%) = (MS consumida (g/dia) — MS fecal (g/dia)) / MS consumida
(g/dia) x 100
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A digestibilidade verdadeira da matéria organica (DVMO) foi calculada
considerando que somente a FDN excretada nas fezes era originada do alimento
(Mulligan et al., 2001), onde:

DVMO (%) = Consumo de MO (g/dia) — FDN fecal (g/dia) / Consumo de MO
(g/dia) x 100

O fluxo duodenal de MS e das demais fracdes no duodeno foi calculado com

base na excrec¢éao fecal e na concentragéo duodenal de FDA da seguinte forma:

MS duodenal (g/dia) = [(MS fecal (g/dia) x FDA fecal (g/kg MS)) / FDA duodenal
(9/kg MS)]

O fluxo de N de origem microbiana no intestino delgado foi estimado com
base no fluxo de purinas no duodeno, considerando um contetdo de N nas purinas
de 49% e uma proporcdo de N purina: N microbiano de 0,116 (CHEN & GOMES,
1992).

A digestibilidade ruminal verdadeira da matéria organica (DRVMO) foi
calculada considerando que o nitrogénio representa 99,6 g/kg da MO microbiana
(CLARK et al., 1992).

DRVMO = [1- (MO duodenal (g/dia) — MO microbiana (g/dia) / Consumo de MO
(g/dia))] x 100

A digestibilidade verdadeira do nitrogénio (DVN) foi calculada como:

DVN = Consumo de N (g/dia) — NIDN fecal (g/dia) / Consumo de N (g/dia)

O nitrogénio presente em compostos degradaveis no rimen foi calculado pela
diferenca entre o consumo total de nitrogénio e o fluxo duodenal de nitrogénio nao
amoniacal e ndo microbiano (NANMN).

A retengao de nitrogénio foi calculada descontando do consumo de nitrogénio

menos a soma da excrec¢ao fecal e urinaria de nitrogénio.
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O fluxo de glicerol no duodeno foi estimado com base na estimativa de
passagem de liquido duodenal da seguinte forma:

Fluxo liquido duodeno (ml/dia) = (100 - % MS no duodeno x Fluxo de MS
(g9/dia))

Fluxo de glicerol mg/dia = Fluxo Iliquido duodeno (ml/dia) x

Concentracao de glicerol mg/ml

A digestibilidade ruminal do glicerol (DRGIlic) foi calculada com base na
glicerina bruta administrada no rimen e a chegada de glicerol no intestino delgado.

DRGIlic = Glicerina infundida (mg) x 0.84 (Concentragdo de glicerol) -
glicerol duodenal (mg/dia)/ Glicerina infundida (mg) x 0.84 (Concentracdo de

glicerol)

4.6 Analise estatistica

Os dados de digestibilidade total, digestibilidade ruminal, fluxo duodenal,
excrecdo fecal, excre¢cdo urinaria e retencdo de nitrogénio foram submetidos a
analise de regressdo e as médias comparadas pelo teste t de Student (P<0,05)
utilizando o procedimento Mixed do SAS (2009) de acordo com o seguinte modelo:

Yijkl =p+A +Pj + D+ Tr+ (DXTr)u+ ej
Onde:
Y = variavel dependente
M = média das observacoes
A= efeito aleatdrio dos animais
P; = efeito aleatdrio dos periodos
D = efeito fixo da dieta
Tr = efeito fixo da inclusao de glicerina bruta
(D x Tr) = efeito da interacdo dieta x inclusdo de glicerina bruta na dieta

eijk = erro residual

Os dados de parametros ruminais foram analisados por meio do

procedimento Mixed do SAS (2009) satisfazendo o seguinte modelo:
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Yijk| =H+ A +Pj + Dy +Tr|+A(PxDxTr)+Tpm+(D><Tr)k|+
(Tr x TP)m + (Tr X TP)im + (D X Tr X TP)kim + €ijkim

Onde:

Y ijkl = variavel dependente

M = média das observacdes

A = efeito aleat6rio dos animais

P; = efeito aleatdrio dos periodos

Dy = efeito fixo da fonte proteica

Tr, = efeito fixo da incluséo de glicerina bruta

A(P x D x Tr) = efeito aleatério dos animais em cada periodo, dieta e inclusédo

de glicerina bruta (erro tipo a)

Tpm = efeito fixo do tempo de coleta

(D x Tr)y = efeito da interagéo entre a dieta e incluséo de glicerina bruta

(D x Tr)km = efeito da interac&o entre dieta e do tempo de coleta

(Trx Tp)m = efeito da interac&o entre incluséo de glicerina bruta e tempo de coleta

(D x Tr x Tp)um = efeito da interagédo entre dieta, incluséo de glicerina bruta e tempo de
coleta

€jjkm = erro residual

ApOs submeter os dados a analise de regressdo, as médias foram

comparadas pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.



5 RESULTADOS

5.1 Ensaios 1 e 2—- Avaliacao do Consumo e digestibilidade

N&o houve interacédo dieta versus tratamento para maior parte das variaveis
analisadas, com excecdo do consumo de FDN (P<0,05), e FDA (P<0,05), (Tabela
3).

A infusdo ruminal de glicerina bruta reduziu linearmente o consumo de
forragem, MS, (P<0,05), MO (P<0,05), FDN (P<0,05), e FDA (P<0,05), e MOD
(P<0,05), (Tabela 3), bem como o pH ruminal (P<0,05), e a concentracdo de
nitrogénio amonical no fluido ruminal (P<0,05), mas néo interferiu na digestibilidade
ruminal ou total da matéria organica, fibora em detergente neutro e dos compostos
nitrogenados. Da mesma forma, reduziu linearmente a excrecao fecal e urinaria de N
(P<0,05), assim como a quantidade de a-amino N que fluiu para o duodeno
(P<0,05), mas nao interferiu na retencéo de N.

O fluxo duodenal de N microbiano foi similar em todos os tratamentos quando
estimado pelos derivados de purinas na urina, mas foi afetado negativamente pela
GB quando estimado pelas purinas na digesta duodenal (P<0,05). Independente do
marcador utilizado, a eficiéncia de sintese microbiana néao foi afetada pela GB.

O fluxo duodenal de N ndo amoniacal e ndo microbiano (NNANM), assim
como a proporcdo de proteina degradavel na dieta, foram afetados pela interacéo
tratamento com tipo de forragem (P<0,05).

Nos animais alimentados com aveia o fluxo duodenal de NNANM aumentou
linearmente(P<0,05), enquanto que naqueles alimentados com tifton diminuiu
linearmente com o aumento da infusdo ruminal de GB (P<0,05). Como
consequéncia, a proporcdo da proteina degradada no rimen diminuiu linearmente
guando a dieta foi aveia (P<0,05) e tendeu a aumentar quando a dieta foi tifton,
principalmente na dose mais alta de GB. Menos de 1% do glicerol infundido no
rumen chegou ao intestino delgado.

5.2 Ensaio 3 — Desaparecimento do glicerol no raimen

Os dados de desaparecimento do glicerol no rimen sao apresentados na
Figura 10.



Tabela 3 - Consumo diério de matéria seca, matéria organica e compostos nao nitrogenados por ovinos alimentados com aveia ou

feno de tifton e suplementados com diferentes niveis de glicerina bruta.

Feno de tifton p?
ltem1 0 0.5 1.5 3 0 0.5 1.5 3 EPM 2 D Tr Tr*D
Consumo (g/dia)
MS 477 454 450 384 516 524 384 268 61.7 0.338 0.001 0.094
MS (%PC) 1.96 1.87 1.85 1.59 1.94 1.98 1.44 0.97 0.222 0.789 <0.001 0.079
MO 395 375 378 331 465 469 348 239 52.7 0.095 0.002 0.050
FDN 258 247 246 209 383 394 288 208 36.7 <0.001 0.0004 0.024
FDA 144 129 147 118 185 193 142 98 19.2 0.009 0.001 0.020
GlicD 0 3 11 21 0 3 11 36 2.8 0.347 <0.001 0.007
MOD 294 297 297 263 287 275 212 148 46.3 0.834 0.032 0.169

'MS= matéria seca; MS (%PC)= matéria seca em porcentagem do peso corporal; MO= matéria organica; FDN= fibra em detergente neutro; FDA= fibra em
detergente &cido; GlicD= % de glicerol na dieta; MOD= matéria organica digestivel ’EPM= Erro padrdo das médias onde n=8 por tratamento *Probabilidade
do erro tipo | da analise de variancia onde: D = dieta; Tr =tratamento; Tr*D = interac¢do entre tratamento e a dieta



Tabela 4 - Digestibilidade da matéria seca, matéria organica e da fracado fibrosa da dieta de ovinos alimentados com aveia ou feno
de tifton e suplementados com diferentes niveis de glicerina bruta.

Aveia Feno de tifton pe
ltem* 0 0.5 15 3 0 0.5 15 3 EPM ? D Tr Tr*D
MS 0.67 0.73 0.71 0.73 0.60 0.58 0.59 0.63 0.03 0.005 0.134 0.950
MO 0.71 0.77 0.76 0.78 0.62 0.59 0.61 0.64 0.03 <0.001 0.064 0.678
FDN 0.71 0.77 0.74 0.73 0.67 0.64 0.65 0.73 0.03 0.004 0.285 0.355
DVMO 0.80 0.84 0.83 0.83 0.73 0.70 0.71 0.76 0.02 <0.001 0.167 0.730

"MS= matéria seca; MO= matéria organica; FDN= fibra em detergente neutro; FDA= fibra em detergente acido; DVMO= digestibilidade verdadeira da matéria
organica; “EPM= Erro padréo das médias onde n=8 por tratamento
*Probabilidade do erro tipo | da analise de variancia onde: D= dieta; Tr = tratamento; D*Tr = interac&o entre dieta e tratamento.



Tabela 5 - Consumo, digestibilidade, balanco do nitrogénio de ovinos alimentados com aveia ou feno de tifton e suplementados

com diferentes niveis de glicerina bruta.

Aveia Feno de tifton pe

ltem® 0 0.5 1.5 3 0 0.5 15 3 EPM? D Tr Tr*D
Consumo de N

(g/dia) 16.75 16.64 15.44 13.39 10.62 9.29 6.75 5.40 2.32 0.001 0.015 0.612

Excrecéo (g/dia):

Fecal 3.70 2.75 3.14 2.39 3.20 3.65 2.52 1.57 0.38 0.791 <0.001 0.165

Urinério 11.59 11.83 10.65 8.45 4.76 4.43 3.81 3.38 0.97 <0.001 0.004 0.230

Retencéo (g/dia) 1.45 2.07 1.43 1.96 2.84 1.61 1.67 0.07 2.40 0.523 0.4557 0.339
Digestibilidade:

Aparente 0.75 0.82 0.75 0.75 0.69 0.58 0.63 0.66 0.05 0.001 0.723 0.654

'CN=consumo de nitrogénio; Nf=nitrogénio fecal; NU=nitrogénio urinario; RN=retencéo de nitrogénio; DN= digestibilidade aparente do nitrogénio; ‘EPM= Erro
padrdo das médias onde n=8 por tratamento. *probabilidade do erro tipo | da andlise de variancia onde: : D= dieta; Tr = tratamento; D*Tr = interacdo entre
dieta e tratamento.



Tabela 6 - Digestibilidade ruminal, fluxo duodenal, e sintese de proteina microbiana ruminal de ovinos alimentados com aveia ou

feno de tifton e suplementados com diferentes niveis de glicerina bruta.

Feno de tifton =
Item* 0 0.5 15 3 0 0.5 15 3 EPM? D Tr Tr*D
DRMO 0.65 0.67 0.67 0.69 0.61 0.54 0.51 0.54 0.53 0.032 0.729  0.463
MODR 308 282 293 259 278 272 183 116 51 0.001 <0.001 0.105
PDR 0.96 0.91 0.92 0.79 0.63 0.55 0.58 0.78 0.09 <0.001 0.879 0.054
PNDR 0.03 0.08 0.08 0.21 0.36 0.45 0.41 0.22 0.09 <0.001 0.879 0.054
Fluxo Duodenal (g/dia)
MO 150 119 113 109 186 226 171 111 18.95 0.007 0.004  0.036
N 7.82 7.81 7.22 7.06 7.85 8.85 6.30 4.16 1.07 0.488 0.009 0.072
N-NH3 0.70 0.57 0.48 0.52 0.31 0.25 0.20 0.13 0.09 <0.001 0.023 0.989
N a-amino 5.98 5.30 4.65 5.12 5.10 5.76 4.49 3.36 0.72 0.951 0.027  0.326
Nmp 6.01 5.83 5.55 4.20 4.91 4.40 3.70 2.83 0.94 0.166 0.034 0.875
Nmd 4,72 4.18 3.76 3.71 3.14 3.97 2.43 2.92 0.61 0.068 0.122 0.818
NANMN 0.73 1.47 1.19 2.32 3.21 4.19 2.57 1.30 0.84 0.001 0.438  0.022
ESPMp 22.4 24.3 24.7 20.0 19.1 16.8 22.8 24.6 4.55 0.190 0.604  0.257
ESPMd 17.7 18.5 14.9 12.9 11.3 14.9 12.9 18.8 3.05 0.001 0.723 0.654

'DRMO= digestibilidade ruminal da matéria organica; MODR= matéria organica degradavel no rimen; PDR= proteina degradavel no rimen; PNDR= proteina
nao degradavel no rumen; GlicD= glicerol na dieta; MO= matéria organica;N=nitrogénio; N-NHs=nitrogénio amoniacal; N a — amino=nitrogénio alfa amino;
Nmp=nitrogénio microbiano estimado por purinas; Nmd=nitrogénio microbiano estimado por derivados de purinas; NANMN=nitrogénio ndo amoniacal e ndo

microbiano; ESPM= eficiéncia de sintese de proteina microbiana (g/Kg de MO degradada no rimen);(P<0,05)

’EPM= Erro padrao das médias onde n=8 por tratamento *Probabilidade do erro tipo | da analise de variancia onde D= dieta; Tr = tratamento; D*Tr = interagcdo
entre dieta e tratamento.



5.2 Fermentacéao ruminal

O teor de amoénia foi afetado de forma diferente nos animais que recebiam
aveia (Figura 6), quando comparado aos animais que recebiam feno de tifton (Figura
7). A ambnia diminuiu linearmente com o aumento dos niveis de glicerina bruta
(P<0,05). Contudo, na dieta a base de aveia, esse efeito foi mais pronunciado
somente no nivel de inclusdo de 3 ml/Kg de PC. Em ambas as dietas, o teor de
amonia foi afetado pelo tempo apés a refeicdo (P<0,05). Em geral, o teor de aménia
aumenta nas primeiras duas horas apés a refeicdo e depois cai a niveis basais
novamente. Além disso, é possivel observar, nos graficos, que existe um efeito
residual da alimentacdo da manh@ sobre as variaveis ruminais no periodo da noite.

O pH ruminal foi influenciado negativamente pela inclusdo de niveis de
glicerina bruta (P<0,05). O tempo apds a infusdo da glicerina bruta e alimentagéo
dos animais também influenciaram o pH do ramen (P<0,05), com quedas mais
acentuadas nas primeiras 4 horas apos a alimentac¢éo dos animais (Figura 9).

O desaparecimento do glicerol no rumen foi influenciado pelo tempo e pelo
tratamento (P<0,05), pois quase que 100% deste desapareceu nas primeiras 8 horas
pos-infusdo, existindo interacdo positiva tempo e tratamento, quando este diminui

linearmente do menor para o maior nivel de inclusdo(P<0,05) (Figura 10).
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Figura 6 - Concentracdo de aménia (N-NH3) em mg/dl, no fluido ruminal ao longo do tempo, apés a

refeicdo (I), em ovinos alimentados com aveia e suplementados com diferentes niveis de glicerina
bruta (0, 0.5,1.5 e 3 mL/Kg/PV). D= efeito da dieta; Tr= efeito do tratamento. Tp= efeito do tempo de
coleta; D*Tr=efeito da interagdo entre a dieta e tratamento; onde, n= 8 por horéario e tratamento.
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Figura 7 - Concentragdo de aménia (N-NH3) em mg/dl, no fluido ruminal ao longo do tempo, apéds a
refeicdo (I), em ovinos alimentados com feno de tifton e suplementados com diferentes niveis de
glicerina bruta (0, 0.5,1.5 e 3 mL/Kg/PV). D= efeito da dieta; Tr= efeito do tratamento. Tp= efeito do
tempo de coleta; D*Tr=efeito da interacdo entre a dieta e tratamento; onde, n= 8 por horério e

tratamento.
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Figura 8 - Variagdo do pH, no fluido ruminal ao longo do tempo, apés a refeicdo (I), em em ovinos
alimentados com feno de tifton e suplementados com diferentes niveis de glicerina bruta (0, 0.5,1.5 e
3 mL/Kg/PV). D= efeito da dieta; Tr= efeito do tratamento. Tp= efeito do tempo de coleta; D*Tr=efeito
da interacdo entre a dieta e tratamento; onde, n= 8 por horério e tratamento.
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Figura 9 - Concentracdo de glicerol no fluido ruminal apds infus@o de diferentes niveis de glicerina
bruta no rimen de ovinos alimentados com aveia ou feno de tifton e suplementados com diferentes
niveis de glicerina bruta (0, 0.5,1.5 e 3 mL/Kg/PV). D= efeito da dieta; Tr= efeito do tratamento. Tp=
efeito do tempo de coleta; D*Tr=efeito da interacéo entre a dieta e tratamento; onde, n= 8 por horéario
e tratamento.



6 DISCUSSAO

Uma das hipo6teses do trabalho era que a GB teria o potencial de aumentar a oferta
de energia e proteina metabolizavel em animais alimentados com gramineas de estacao
guente (C4). A GB serviria de substrato energético (fonte de carbono) para bactérias
ruminais, com potencial de aumentar o seu crescimento (i.e. a sintese de proteina
microbiana ruminal) e, consequentemente, a digestibilidade da fibra e o consumo de
forragem. Adicionalmente, nos animais alimentados com a graminea de estacdao fria, era
esperado que a GB aumentasse a captacdo de amonia, a sintese de proteina microbiana
ruminal e o fluxo de aminoacidos para o intestino delgado. De fato, tanto nos animais
alimentados com aveia quanto nos alimentados com feno de tifton, a infusdo ruminal de
GB reduziu a concentragdo ruminal de amonia. Shin et al., (2012) reportaram menor
guantidade de aménia no rumen de vacas suplementadas com 10% de inclusdo de GB na
MS. Outros reportaram diminuicdo da concentracdo do nitrogénio ureico no sangue de
vacas alimentadas com dietas contendo GB (DeFRAIN et al., 2004; DONKIN et al., 2009;
SHIN et al., 2012). Contudo, em ambas as situacfes impactaram negativamente o fluxo
duodenal de N microbiano e o consumo de MO, sem afetar a digestibilidade da MO ou da
FDN e, nem tampouco, a eficiéncia da sintese microbiana. Este efeito negativo da GB
sobre o consumo de alimento também foi reportado por Avila-Stagno et al. (2013) em
ovinos e por Boyd et al. (2013) em vacas de leite.

A explicacdo para os resultados obtidos ndo é aparente. Contudo, em ambas as
gramineas a GB reduziu o pH ruminal a valores que podem ter inibido a aderéncia
bacteriana e a taxa de degradacéo da forragem. Kozloski et al. (2008) relataram que as
diferencas de degradabilidade in vitro entre as amostras de gramineas de clima
temperado e tropical estdo diretamente relacionadas as diferencas da adesdo microbiana
sobre aquelas forragens e, além disso, observaram um efeito linear negativo da reducéo
do pH sobre a degradabilidade in vitro das gramineas. Além disso, em um estudo in vitro,
foi observado que o crescimento de bactérias celuloliticas, como o Ruminococcus
flavefaciens e Fibrobacter succinogenes, foi inibido quando 2 a 5% de glicerol foram
adicionados no meio de incubacdo (ROGER et al., 1992), indicando a existéncia de um
efeito negativo pH-independente do glicerol sobre as bactérias ruminais. Da mesma
forma, Paggi et al. (2004) reportaram que a atividade celulolitica ruminal reduziu quando a

concentracédo de glicerol no meio de cultura aumentou de 50 para 300 mM. O impacto
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negativo da GB sobre o crescimento e atividade microbiana ficou evidenciado no presente
estudo também pela reducdo do fluxo duodenal de proteina microbiana. Considerando
gue a digestibilidade da MO e da FDN nao foram afetadas, € provavel que a reducao da
atividade fibrolitica pela GB tenha resultado em aumento do tempo de retencéo da digesta
no rimen, reduzindo, entdo, o consumo de forragem.

E possivel, de outra forma, que o aumento dos niveis de infusdo de GB tenha
influenciado negativamente o consumo de forragem por mecanismos metabolicos, como
consequéncia de absorcdo direta de glicerol através do epitélio ruminal, ou por um
aumento da absorcdo de propionato. A infusdo de propionato na veia mesentérica de
novilhos reduziu a ingestao de alimento, mas o acetato infundido a taxas semelhantes nao
provocou 0 mesmo resultado (ALLEN, 2000). Receptores de propionato no epitélio
ruminal de ovinos e cabras podem estar envolvidos no controle da ingestdo de alimento
(FURLAN et al., 2006).

Foi observada uma interacdo entre o tipo de forragem e o tratamento sobre a
degradabilidade ruminal da proteina. A PDR nos animais alimentados com aveia diminuiu
linearmente pela infusdo de GB, enquanto que naqueles alimentados com tifton, doses
intermediarias de GB diminuiram a degradabilidade, mas a dose mais alta impactou
positivamente a PDR. Os valores de PDR nos tratamentos com aveia foram relativamente
mais altos do que a média dos valores encontrados na literatura, como aqueles
reportados por Pires et al.(2006) (i.e., em torno de 90% vs 80%). Embora as estimativas
de fluxo duodenal de digesta usualmente estejam sujeitas a erro inerente a metodologia, €
possivel que o processo de congelamento e descongelamento da forragem poderia
facilitar o rompimento das células vegetais e da exposicdo do contetudo celular a
fermentacao, levando a um aumento da PDR. Durante o processo de congelamento e
descongelamento, ocorre o rompimento do citoplasma e extravasamento do conteddo
celular (XIMENES et al., 2004). A explicacdo para o aumento da propor¢cdo de PDR no
tratamento que incluiu a dose mais alta de GB nos animais alimentados com tifton &
menos aparente. A excrecdo de N enddégeno é assumida ser diretamente proporcional ao
consumo de alimento (HUTCHINSON, 1958; LUKAS et al., 2005). Desse modo, €&
possivel que a drastica reducdo do consumo nesse tratamento reduziu a participacéo da
fracdo endogena do NNANM de forma mais intensa neste tratamento.

Outro aspecto relevante observado no presente estudo foi que a concentragao de
glicerol no rimen diminuiu com o tempo apdés a infusdo ruminal, mas a taxas diferentes

em funcdo da dose infundida. Remond et al. (1993) e Bergner et al. (2007) reportaram



46

que o glicerol € rapidamente fermentado no rGmen, desaparecendo nas primeiras duas
horas de incubacdo. Em estudo in vivo, foram reportados 100% de desaparecimento apos
4 horas da ingestdo de alimento contendo GB (REMOND et al.,, 1993). Contudo, no
presente estudo, nas doses mais altas, observou-se que a concentracdo de glicerol
atingiu valores basais somente 6 a 8 horas apds a infusdo ruminal. Garton et al. (1961)
incubaram glicerol in vitro com glicerol e observaram que somente 25% deste
desapareceu antes das primeiras 2 horas e quase 90% do glicerol ndo foi mais detectavel
apos 8 horas de incubacao. Trabue et al. (2007) observaram que somente 80% do glicerol
incubado in vitro desapareceu apos 24 horas de fermentacdo. No presente estudo,
somente 1% do glicerol infundido chegou ao duodeno, indicando que o desaparecimento
foi em nivel ruminal. Contudo, néo foi avaliado se o glicerol foi totalmente metabolizado
pelas bactérias ou absorvido pelo epitélio ruminal. Kristensen e Raun (2007) infundiram
925 g/dia de GB no rumen de vacas em lactagdo e observaram que 10% do glicerol
administrado foi absorvido e recuperado na veia porta.

Foi observado, também, no presente estudo, um efeito residual da dieta fornecida
na refeicdo da manha sobre os parametros ruminais apos a ingestdo da refeicdo da tarde.
Esta claramente evidenciado que os valores de pH e de concentracdo de amdnia ruminal
sdo menores no periodo apds a refeicdo da tarde (i.e., durante a noite) se comparado
com o intervalo entre as duas refeicdes durante o dia. Estes resultados indicam que o
periodo de 8 horas é insuficiente para o ambiente ruminal recuperar sua condi¢do basal

observada antes da refeicdo da manha.



7 CONCLUSAO

A inclusédo de glicerina bruta na dieta de ovinos alimentados com graminea de
estacdo fria ou de estacdo quente aveia ou feno de tifton, em niveis acima de 0.5
mL/Kg PC, diminuiu a oferta de aminoacidos e de energia digestivel, principalmente

por reduzir o consumo de forragem.
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