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RESUMO

GLICERINA BRUTA COMO SUPLEMENTO ENERGETICO PARA VACAS
LEITEIRAS EM PASTEJO DE AZEVEM

AUTOR: Denize da Rosa Fraga
ORIENTADOR: Julio Viégas
Local e Data de Defesa: Santa Maria, RS, 23 de dezembro de 2016.

Esta tese foi desenvolvida com o objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo com
10% de glicerina bruta na matéria seca (MS) total da dieta, para vacas em lactacdo, mantidas
em sistema de producdo em pastagem de azevéem (Lolium multiflorum), sobre o perfil
metabolico, composicdo e producdo do leite. O experimento foi conduzido no Instituto
Regional de Desenvolvimento Rural, em Augusto Pestana, RS, Brasil, com 18 vacas da raca
holandesa, em um delineamento com blocos (conforme o perfil da lactagdo) em esquema de
reversdo simples dos animais (Cross-over), em trés periodos de 14 dias. As dietas foram
constituidas de pastejo em azevém e suplementagdo com silagem de milho e concentrado,
acrescido ou ndo da adicdo de 10% de glicerina bruta com base na matéria seca (MS) total.
Foram coletadas e analisadas amostras de alimentos, urina, leite e sangue. Foram avaliadas
também sobras de alimento no cocho e producdo de leite. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e o efeito de tratamento comparado pelo teste T através do programa
estatistico SAS. Valores de P<0.05 foram considerados significativos e como tendéncia
quando P<0.10. Verificou-se que a inclusdo de 10% de glicerina bruta na MS da dieta reduz a
eliminacdo de ureia via leite e aumenta 0s niveis sanguineos de glicose, ndo tendo efeito
deletério sobre a producgdo de leite e consumo de alimento dos animais. A adicdo de 10% da
MS de glicerina a dieta ndo apresenta efeito sobre a producédo e composicédo do leite de vacas
da raca holandesa, em diferentes periodos de lactacdo. Conclui-se que a inclusdo de 10% de
glicerina bruta na MS da dieta de vacas em lactacdo, em pastejo de azevém, diminui o nivel de
nitrogénio ureico no leite em funcdo da melhora da eficiéncia nutricional, pelo seu aporte
energético e potencial em aumentar os niveis de glicose sanguinea, sem interferir no
desempenho produtivo e na composicao do leite.

Palavras-chave: Glicerol. Leite. Perfil Metabodlico. Ureia.



ABSTRACT

GROSS GLYCERIN AS AN ENERGY SUPPLEMENT FOR DAIRY COWS IN A
ANNUAL RYEGRASS PRODUCTION SYSTEM

AUTHOR: Denize da Rosa Fraga
ADVISING PROFESSOR: Julio Viégas
Date and Defense’s Place: Santa Maria, RS, December 23" of 2016.

This thesis was developed with the objective of evaluating the effect of supplementation
with 10% crude glycerin in the total dry matter (DM) of the diet for lactating cattle in a annual
ryegrass (Lolium multiflorum) pasture production system on the metabolic profile, milk
composition and production. The experiment was conducted at the Regional Rural
Development Institute in Augusto Pestana, RS, Brazil, with 18 Holstein cattle, in a block
design (according to lactation days) in a simple cross-over procedure, during three periods of
14 days. The diets were composed of annual ryegrass grazing and supplementation with corn
silage and concentrate, with or without addition of 10% crude glycerin based on total dry
matter. Samples of diet, urine, milk and blood were collected and evaluated. It were evaluated
too milk production and leftover food in the trough. The data were submitted to analysis of
variance and the treatment effect compared by the T test through the SAS statistical program.
Values of P<0.05 were considered significant and tendency were considered when P<0.10. It
was Verified that the inclusion of 10% of crude glycerin in diet DM of lactating cows reduces
the elimination of urea through milk and increases blood glucose levels, and does not have a
deleterious effect on milk production and cows’ feed consumption. The addition of 10% DM
of glycerin to the diet hasn’t effect on milk production and composition of Holstein cows in
different lactation periods with different levels of protein in the diet. It was concluded that the
inclusion of 10% crude glycerin in diet DM of lactating cows on annual ryegrass pasture
reduces the level of milk nitrogen urea. This could be due to the decrease in urea blood levels
by the increase of nutritional efficiency, provided by glycerin energy supply, for its energy
and potential contribution in increasing blood glucose levels, without interfering in the
productive performance and composition of the milk.

Keywords: Crude Glycerin. Metabolic Profile. Milk. Urea.
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1 APRESENTACAO

No periodo de inverno no sul do Brasil, a maioria dos rebanhos leiteiros € mantido em
pastagens temperadas, que possuem elevado teor proteico e com suplementacdo de
concentrado no cocho. O azevém (Lolium multiflorum Lam.), tem se consolidado como
importante opcdo forrageira para este periodo, devido a expressiva producdo de MS, elevados
niveis proteicos e ciclo produtivo longo. Contudo, para vacas em lactacdo, categoria de alta
exigéncia nutricional, o uso apenas de pastagens e concentrado pode nao ser suficiente para
manter o equilibrio nutricional dos animais. Além disto, enfatiza-se a importancia do
sincronismo da dieta, pois animais em pastagem com altos niveis de nitrogénio soltvel,
podem ndo aproveitar adequadamente os nutrientes e se perder pela auséncia de adequados
niveis de carboidratos prontamente fermentaveis. Ainda a sintese de proteina microbiana no
rimen depende do crescimento e da eficiéncia dos microrganismos na utilizacdo dos
substratos energéticos e nitrogenados. Dietas adequadamente balanceadas sdo necessarias
para atender a exigéncia nutricional de vacas de alta producdo. O excesso de proteina na dieta
causa impacto sobre a sanidade e produgédo dos animais, tais como, perdas na produtividade e
na reproducéo das vacas, além de maior liberacdo de nitrogénio nas fezes e na urina ao meio
ambiente, podendo trazer contaminacéo aos solos e lencais freaticos.

O consumo de excesso de proteina na dieta pelos animais eleva as concentragdes de
ureia no sangue, na urina e no leite. Desse modo, o nivel de nitrogénio ureico no leite (NUL)
vem sendo proposto como um indicador para 0 acompanhamento da nutricdo proteica de
vacas em lactacdo, uma vez que apresenta boa correlagdo com a concentragdo de ureia no
sangue e urina. Como as amostras sdo coletadas de forma n&o invasiva e direta, por meio de
amostragem de leite durante as ordenhas, os niveis de NUL tornaram-se um indicador
simples, rapido e barato para monitorar o metabolismo protéico de vacas em lactacao,
servindo como uma ferramenta auxiliar no ajuste de dietas de vacas leiteiras.

Para otimizar a utilizacdo da elevada oferta proteica da forragem deve-se elevar o
aporte energético da dieta. Uma alternativa energética é a utilizagdo de um subproduto da
industria de Biodiesel, a glicerina bruta.

Dois os fatores tornam relevante aprofundar os estudos sobre a utilizacédo de glicerina
bruta, como ingrediente aditivo na alimentacdo de vacas leiteiras em pastejo de azevém. O
primeiro é seu potencial energético. O segundo fator estd atrelado a responsabilidade
ambiental, uma vez que, devido a crescente producdo de biodiesel, é necessario absorver a

producdo deste subproduto. Considerando a escassez de pesquisas especificas e informacgdes
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sobre a utilizacdo da glicerina bruta na dieta de bovinos de leite em pastejo em azevém, aliada
a grande importancia da atividade pecuéaria e a industria de producdo de biodiesel no Brasil,
acredita-se que este subproduto possa ser utilizado como fonte energética em dietas de
bovinos de leite no periodo de inverno, quando temos um excesso de proteinas na dieta de

vacas em lactacao.



1.2 REFERENCIAL TEORICO

Com o aumento na demanda de energia mundial, impulsionada pelo crescimento da
populacdo, tem-se utilizado novas fontes de energia. Os biocombustiveis tem se destacado
como fonte energética complementar ou substitutiva, entre as quais o biodiesel assume grande
relevancia, pois além de fonte renovavel é considerado ecoldgico, biodegradavel, atdxico,
livre de enxofre e compostos aromaticos (STORCK BIODIESEL, 2008).

Desde novembro de 2014, no Brasil, o 6leo diesel comercializado em todo o territorio
nacional contém 7% de biodiesel, acarretando em aumento na producdo de biodiesel. Em
2015 foi sancionada a Lei n® 613/2015 (BRASIL, 2015), que eleva ainda mais o percentual de
mistura de biodiesel ao diesel vendido ao consumidor, passando para 8%, a partir de abril de
2017. A proposta estabelece alta para 8% apds a sancdo da lei; para 9% até dois anos depois, e
10% no periodo de trés anos. A norma ainda autoriza o Conselho Nacional de Politica
Energética a elevar a mistura obrigatoria para 15%, caso testes validem a utilizacdo dessa
mistura em veiculos e motores. Os dados de julho de 2016 revelaram uma demanda de
323126 m® ao més de Biodiesel (BRASIL, 2016). Os novos percentuais incentivam ainda
mais a producdo de biodiesel, e reduzem as importacbes de Oleo diesel e favorecem o
agronegocio brasileiro e também a agricultura familiar. Na agricultura familiar, as diretrizes
do Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB) fazem referéncia a incluséo
social dos agricultores familiares na cadeia produtiva do biodiesel, como potenciais
fornecedores de matéria-prima para a industria. Para cumpri-la, o programa criou o Selo
Combustivel Social, uma certificacdo fornecida pelo governo federal a empresas produtoras
que tenham contratos de compra de matéria-prima de produtores familiares agricolas com
pre¢o pré-acordado.

O biodiesel pode ser definido como produto obtido através da transformacao quimica
de acidos graxos de cadeia longa, oriundo de lipidios organicos renovaveis, 6leo ou gordura
(vegetal ou animal) por adicdo de alcool (metanol ou etanol) na presenca de catalisador
(NaOH ou KOH), para utilizacdo em motores diesel (UNIVERSIDADE DE ACORES, 2008).

No Brasil, diversas fontes sdo utilizadas para producédo de biodiesel (Figura 1), dentre
as quais se destacam o 6leo de soja e a gordura bovina, que correspondem respectivamente a

79,64 e 15,88% das fontes utilizadas para producao.
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Outros Materiais Graxos
2,01%

Oleo de Palma / Dendé
0,03%

Oleo de Algodao

Oleo de Fritura 0,65%

Gordura de Porco 1,48%

Gordura de Frango

Figura 1- Matérias primas utilizadas para producdo de Biodiesel, perfil nacional. Fonte: BRASIL, 2016.
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A partir da producdo do Biodiesel é gerado um subproduto: a glicerina, durante o

processo de transesterificacdo, o Oleo vegetal reage com alcool (metanol ou etanol) na

presenca de catalisador (hidroxido de s6dio ou potassio), resultando em éster monoalquilado

(biodiesel) e glicerina (PLA, 2002). Em seguida, por diferenca de densidade, ocorre a

decantacdo, permitindo assim a separacdo do biodiesel (SOUZA, 2006), que com a remogao

da glicerina torna-se mais fluido pela reducdo da viscosidade (VISCARDI, 2005), conforme

detalhado na Figura 2.
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Figura 2- Producéo do biodiesel. Adaptado Parente et al. (2003).
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Contudo, para que a producdo de biodiesel seja bioldgica e economicamente viavel, é
necessario dar destino adequado aos subprodutos gerados durante sua obtencdo. Para cada
tonelada de biodiesel, sdo produzidos aproximadamente 100 kg de glicerina bruta, ou seja, ha
uma relacdo de 10:1, desta forma, a cada 10 kg produzidos de biodiesel, 1 kg é de glicerina
bruta (PARENTE, 2003; KNOTHE et al., 2006).

Atualmente existem 51 plantas produtoras de biodiesel (Figura 3) autorizadas para
operacdo no Pais, correspondendo a uma capacidade total autorizada de 7 milhdes 291 mil m®
por ano, o que equivale a cerca de 729 mil m® de glicerina bruta por ano, ou seja, cerca de
1997 m® por dia (BRASIL, 2016).

Plantas de Biodiesel Autorizadas para Operagao
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*Elaborado por Henrique Cardoso Silva (SRP/ANP).

Figura 3- Plantas de Biodiesel autorizadas para operagdo no Brasil até agosto de 2016.
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O principal mercado para glicerina bruta ¢ formado por industrias de alimentos,
quimica e farmacéuticas que demandam a glicerina com grau de pureza acima de 95%
(VASCONCELOS, 2012). Em virtude disso o excedente de glicerina proveniente do setor de
biodiesel ndo € aproveitada na sua potencialidade, de forma que as empresas relatam a
dificuldade de direcionar esse subproduto a mercados mais rentaveis. Em 2010, a glicerina
oriunda do processamento do biodiesel foi autorizada na alimentac¢do animal pelo Ministério
da Agricultura e Producdo Animal, desde que contenha 0 minimo de 80% de glicerol, menos
de 150ppm de metanol kg™ e no méximo 120g de agua kg™ (PAULE, 2010), surgindo assim
um novo aditivo autorizado para incluséo a dieta de ruminantes.

Devido ao melhoramento genético, as vacas leiteiras de hoje produzem maiores
volumes de leite, e para atender as exigéncias nutricionais desta vaca torna-se imprescindivel
0 uso de dietas mais elaboradas e equilibradas. No periodo de inverno, os animais sdo
mantidos no sul do Brasil em pastejo, principalmente com azevém (Lolium multiflorum
Lam.). O azevém, anual ou perene, existe na natureza como planta diploide (2n= 2x= 14
cromossomos), havendo, no entanto, cultivares tetraploides (2n= 4x= 28 cromossomos)
originadas pelo melhoramento genético vegetal através da técnica de duplicacdo
cromossémica. Plantas de azevém tetraploide apresentam folhas mais largas e de coloracéo
mais escura, menor nimero de perfilhos, mas de maior tamanho, alta producéo total de massa
de forragem, ciclo vegetativo mais longo, menor contetdo de matéria seca e sementes maiores
(FARINATTI et al., 2006). Além disso, apresentam aumento do tamanho das células e maior
relacdo contetdo x parede celular elevando os teores de carboidratos sollveis, proteinas e
lipidios (SMITH et al., 2001; NAIR, 2004).

O azevém se caracteriza também como uma graminea cespitosa de clima temperado,
apresentando metabolismo fotossintético de ciclo C3 (TONETTO, 2009). Este fator Ihe da
maior conteldo de nutrientes (carboidratos, proteinas, etc.) do que as gramineas tropicais
(metabolismo C4). Condicdo esta que proporciona degradacdo ruminal mais rapida, por
apresentar parede celular mais fina e menor teor de compostos indigeriveis como a lignina
(VALLE etal., 2001).

Desta forma, essas plantas usualmente apresentam alta digestibilidade, todavia contém
altos teores de Nitrogénio (N) sollvel, acima da disponibilidade de carboidratos fermentéaveis
e da capacidade de captacdo pelos microorganismos ruminais. Sendo assim, a eficiéncia do
uso do N por animais alimentados com gramineas de inverno, como o0 azevém, € usualmente

reduzida, consequéncia da producdo em excesso de amoénia ruminal, sendo que a utilizagdo de
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N pelos microrganismos depende da quantidade de energia disponivel. Segundo Miller
(1973), deve existir um sincronismo na utilizacdo da proteina e da energia pelos
microrganismos para que 0 uso dos compostos nitrogenados ndo proteicos tenha resultados
positivos no desempenho animal. Por esse motivo, os diferentes alimentos que contém altos
teores de nitrogénio soltvel no rimen devem ser fornecidos junto com fontes de carboidratos
facilmente fermentaveis, para manter a producdo de aminoacidos essenciais pelos
microrganismos (CAMPOS e RODRIGUES, 1985).

Nos ruminantes, grande parte da proteina que chega para a digestdo abomasal e
intestinal € de origem microbiana, principal fonte de aminoéacidos, e sua estimativa pode ser
avaliada pelo balango dos compostos nitrogenados e da sintese de proteina microbiana. O
equilibrio do ambiente ruminal deve manter-se em condicdes adequadas de osmolaridade, pH
e potencial redox para o crescimento e metabolismo microbiano, atendendo suas exigéncias
de proteina e energia (BERCHIELLI et al., 2006). A amdnia ruminal é originada da
degradacdo proteica da dieta, da hidrolise de fontes de nitrogénio ndo proteico, da ureia
reciclada no rimen e da lise da proteina microbiana. Sua concentra¢do € utilizada como
indicador da degradacdo proteica, da eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio da dieta e do
crescimento microbiano (LENG e NOLAN, 1984; RUSSELL et al., 1992; SATTER e
SLYTER, 1974). As bactérias do rimen sdo capazes de utilizar a aménia como fonte de
nitrogénio para sintese de proteina microbiana, mas a fermentacdo ruminal da proteina,
frequentemente, produz mais amoénia que os microrganismos podem utilizar. Em muitos
casos, mais de 25% das proteinas podem ser perdidas como aménia. Em razéo da proteina ser
um dos ingredientes mais caros nas dietas de ruminantes, existe considerdvel interesse na
reducdo da fermentacdo ruminal da proteina (RUSSELL et al., 1992). H& uma correlacéo
relativamente alta entre o teor de proteina na dieta e a concentracdo de amonia ruminal que
deve ficar entre 2 e 5mg dL™, considerados como adequados para maximizar a sintese de
proteina microbiana e a digestdo da parede celular (BERCHIELLI et al., 2006; SATTER e
SLYTER, 1974). Mansfield e Stern (1994) afirmaram que a fermentagdo ruminal pode ser
limitada através da disponibilidade de energia ou de proteina e ndo através da inadequada
sincronizacao na liberacdo desses nutrientes. No entanto, quando a velocidade de fermentacao
é intensa pode ocorrer a producdo e absorcdo excessivas de amonia, aumentando com isto a
excrecdo de nitrogénio e o custo de producdo (RUSSELL et al., 1992). Por outro lado, o
répido desaparecimento da aménia pode ser atribuido & absorcao pela parede ruminal ou a sua

utilizacdo pelos microrganismos.
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Devido ao excesso de amonia ruminal, tem-se uma elevacdo dos niveis de nitrogénio
ureico no leite. As proteinas dos alimentos sdo previamente degradadas pelos
microorganismos do ramen, liberando aménia. A am6nia originada no ramen a partir de
aminoacidos e do nitrogénio nao proteico (ureia) é incorporada em parte como N-microbiano
e o restante € absorvido e transformado em ureia no figado. Uma vez convertida no figado, ela
circula pelo sangue. Por se tratar de uma molécula pequena, solivel em agua e altamente
permeavel, ela entra em equilibrio com todas as células e tecidos, incluindo o leite na glandula
mamaria. Uma parte € reciclada no rimen e outra é excretada na urina e no leite
(KOZLOSKI, 2002). Elevados indices de nitrogénio ureico no leite, superiores a 19mg dL™
estdo relacionados a reducdo na producao de leite e perdas nos indices reprodutivos (ARIAS e
ALONSO, 1997; BUTLER et al., 1996; FERGUSON et al., 1993; JONKER et al., 1998;).
Para Torrent (2000), os valores ideais encontram-se entre 12 e 18mg dL™ para vacas em
lactacdo. Outros trabalhos citam que a média geral da concentracdo de NU deve estar entre 10
a 15mg dL™! (JOHNSON e YOUNG, 2003; MEYER et al., 2006), j4 para ALMEIDA (2012)
se situam entre 12 a 16mg dL™.

Assim, o fornecimento de suplementos energéticos aos animais em pastejo € uma
estratégia de manejo para melhorar o equilibrio nutricional dos animais, reduzindo os niveis
de nitrogénio ureico no leite. A inclusdo de glicerina bruta na alimentagéo, principalmente de
ruminantes, pode ser uma alternativa. A glicerina é considerada um alimento energético,
composta principalmente por glicerol (C3H803) que ¢é absorvido pelo epitélio ruminal ou
fermentado a acidos graxos de cadeia curta no ramen, decorrente da acdo do glicerol no
ambiente ruminal. Schréeder e Siidekum (1999) determinaram a energia liquida para lactacao
(ELL) do glicerol e chegaram aos valores de 2.300 Kcal kg™, quando oferecido em dietas
pobres em amido, e entre 1912 e 2031 Kcal kg™, quando incorporado a dietas ricas em amido.
Para comparacdo, a ELL do milho quebrado, moido e floculado €, segundo o NRC (2001),
1912, 2008 e 2079 Kcal kg™, respectivamente, demonstrando, assim, uma similaridade entre o
milho e o glicerol.

Apo6s administracdo, via oral, da glicerina bruta misturada a dieta dos animais, esta
chegard ao rimen. O glicerol no ambiente ruminal contido na glicerina de acordo com
GARTON et al. (1961), sera convertido principalmente a acido propibnico, apos ser
fermentado. O propionato ao ser absorvido pela corrente sanguinea sera metabolizado no
figado, sendo a principal via metabdlica do ciclo do acido carboxilico, onde o succinil-CoA
apos reacOes bioquimicas origina o oxaloacetato e este é convertido a fosfoenolpiruvato, que

sera utilizado para a formacéo de glicose na via gliconeogénica.
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J& o glicerol que for absorvido pelo epitélio ruminal, serd4 convertido a glicose no
figado. A enzima glicerol quinase converte glicerol e ATP em glicerol-3-fosfato e ADP a
triose fosfato, direcionando o glicerol para a gliconeogénese. O glicerol também podera ser
utilizado para a sintese de gordura, através da acdo da enzima glicerol-cinase, sendo o glicerol
livre fosforilado no figado a glicerol-3-fosfato destinado a formacdo de gordura. O
direcionamento do glicerol para a formagcdo de gordura s6 ocorrera em funcdo das
concentracbes adequadas de glicose circulante, resultando em aumento da deposicdo de
gordura, 0 que poderd aumentar o peso dos animais e o escore de condicdo corporal
(KREHBIEL, 2008).

Kristensen e Raun (2007) observaram ap06s fornecerem 1088g de glicerina (8509 de
glicerol kg™ de glicerina), em dose diéria Gnica, via canula ruminal em vacas, apenas 10% do
glicerol na veia portal como consequéncia da absorcdo direta. Entretanto, como a quase
totalidade desse glicerol absorvido foi transformado em glicose pelo figado, os autores
sugeriram que o glicerol ndo recuperado na veia portal havia sido fermentado no ramen.
Krehbiel (2008) relata que cerca de 13% do glicerol que chega ao rumen desaparece por
passagem direta, 44% por fermentacao a propionato e 43% por absor¢édo pelo epitélio ruminal.

O glicerol tem também efeito positivo sobre a retencdo de aminoacidos ou nitrogénio
(CERRATE et al.,, 2006), a acdo do glicerol inibindo a atividade das enzimas
fosfoenolpiruvato carboxiquinase e glutamato desidrogenase resulta em economia dos
aminoacidos gliconeogénicos, 0 que aumenta a quantidade de aménia disponivel no liquido
ruminal para o desenvolvimento da flora microbiana no rimen.

A amonia ruminal, ureia no sangue e ureia no leite estdo altamente correlacionadas,
podendo ser utilizadas para monitoramento do perfil da dieta (OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2004). Porém é mais facil determinar o teor de nitrogénio no leite, sendo que este valor é
resultante da multiplicacdo do teor de ureia do leite pelo fator 0.466. A menor circulacdo de
ureia sanguinea mantém o pH sanguineo e dos 6érgdos estaveis, 0 que segundo Jordan et al.
(1983) ¢é fundamental para manutencdo de uma gestacdo. Desta forma, a inclusdo de glicerol
na dieta tem potencial de melhorar o desempenho reprodutivo das vacas.

Para verificar o efeito da inclusdo de glicerina bruta a dieta de bovinos podem-se
analisar as variaveis resposta do perfil metabolico (ureia, glicose, nitrogénio ureico) e
correlacioné-las ao consumo de alimento ¢ produgédo de leite. O termo “perfil metabolico” se
refere ao estudo de componentes hemato-bioquimicos que servem para avaliar, diagnosticar e
prevenir transtornos metabdlicos, e fornecem informacdes valiosas com relacdo ao status
nutricional do rebanho (WITTWER e CONTRERAS, 1980).
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O é&cido propibnico decorrente da fermentacdo do glicerol € um precursor de glicose.
De acordo com Gonzalez (2000), a analise bioquimica do sangue é uma estratégia para
estimar o metabolismo de ruminantes, determinando a sintese dos nutrientes a partir dos
tecidos animais, e ainda o balango entre o alimento consumido e seu aproveitamento. Quando
incorporada na dieta animal, a glicerina bruta pode atuar na sintese de glicogénio hepatico,
aumentando o aporte energético disponivel ao animal e os niveis circulantes de glicose. Este
aporte de glicose circulante diminui o balanco energético negativo (BEN), pois o glicerol é
transformado em acidos graxos de cadeia curta no ramen, principalmente em acido propidnico
(BERGNER et al., 1995), promovendo melhor aporte energético aos animais e manuten¢éo da
glicemia, impedindo a lipdlise. Com a reducdo do BEN diminuem-se os riscos de doencas
metabdlicas pos-parto, tais como, por exemplo, a Cetose.

Wang et al. (2008) avaliaram a utilizacdo da glicerina com 998g de glicerol/ kg
glicerina (0, 100, 200 e 300 g de glicerol/dia) em vacas holandesas em lactacdo encontraram
um aumento da concentracdo de glicose no plasma com a elevacdo do glicerol. Shin et al.
(2009) avaliaram a inclusé@o de glicerina com 900g de glicerol/kg de glicerina (0, 50 e 100 ¢
de glicerina kg™ da dieta), em 24 vacas em lactacdo, e observaram que glicose plasmatica ndo
alteraram entre os tratamentos. Donkin et al. (2009), avaliando em sessenta vacas holandesas
confinadas o efeito da inclusdo de zero, 50, 100 e 150 g de glicerina na MS da dieta (995¢g de
glicerol kg™ de glicerina), observaram que a concentragdo de glicose no sangue elevaram-se
linearmente com o aumento de glicerina na dieta e o nitrogénio ureico no leite diminuiu.

Segundo Manella et al. (2003), os parametros ruminais de bovinos em pastejo com
suplementacdo de proteina alteram a propor¢do de Acidos Graxos Volateis, diminuindo a
relacdo acetato: propionato, decorrente do aumento da concentracdo do &cido propiénico, em
associacdo com a diminuicdo de acido acético. As dietas a base de forragem tendem a
aumentar a sintese de metano no rimen, uma vez que a fermentacdo da forragem leva a uma
maior producdo de H,, que é utilizado pelas bactérias metanogénicas para formar CH,. 1sso
ocorre devido a relagdo acetato: propionato, quanto maior esta relacdo maior a producéo de
metano, pois o acetato juntamente com o butirato leva a maior liberacdo de H, no rdmen
(JOHNSON e JOHNSON, 1995), porém a administracdo de glicerol na dieta tende a reduzir a
quantidade disponivel de carbono e hidrogénio para producdo de gas metano dos animais,
devido ao aumento de propionato no rimen, reduzindo assim a producdo de metano por estes
animais (BOADI et al., 2004). Ainda por ser liquida a glicerina bruta pode trazer dificuldades

de inclusdo a dieta e oferta aos animais.
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Em relacdo a produgdo e composicdo do leite, o uso de glicerol na dieta pode
favorecer o aumento da producdo do leite e interferir na composi¢cdo do mesmo visto que 0
glicerol aumenta a oferta de acido propidnico. Conforme Fonseca e Santos (2000) a glicose
que a vaca precisa para a sintese de lactose € produzida no figado, via gliconeogénese,
principalmente pelo metabolismo do acido propiénico. Uma vez que a glicose chega a células
secretoras de leite na glandula mamaria a maioria (60-70%) é usada na sintese de lactose, e 0
restante estimula a sintese de proteina, ou pode ser utilizada como fonte de glicerol para
formacdo de gordura e como percursora na sintese de gordura. A secrecdo de lactose no
Iimen alveolar causa a entrada de gua, exercendo importante controle no volume de leite.

Para Donkin e Doane (2007) a producdo e composicao do leite ndo foram alteradas ao
avaliaram em vacas lactantes a resposta a adi¢ao de glicerina bruta a dieta. Wang et al. (2008)
avaliaram a utilizacdo da glicerina com 9989 de glicerol kg™ glicerina (0, 100, 200 e 300 g de
glicerol dia™) em vacas holandesas em lactacdo, e ndo observaram efeito para o consumo de
matéria seca, producdo leiteira e teor de lactose do leite, porém, houve um efeito linear
decrescente no teor de proteina e gordura no leite com a elevacédo do fornecimento de glicerol.
Donkin et al. (2009), avaliando em sessenta vacas holandesas confinadas o efeito da incluséo
de zero, 50, 100 e 150 g de glicerina na MS da dieta (995g de glicerol kg™ de glicerina),
observaram que o consumo de MS, producgdo, contagem de células somaticas e composicéo
de leite foram semelhantes entre os tratamentos.

Shin et al. (2009) avaliaram a inclusdo de glicerina com 900g de glicerol kg™ de
glicerina (0, 50 e 100 g de glicerina kg™ da dieta), em 24 vacas em lactacao, e observaram que
a producdo leiteira ndo alteraram entre os tratamentos. J& Zacaroni (2010), avaliando a
inclusdo de glicerina na dieta (controle e 123g kg™ da MS da dieta) de dezoito vacas lactantes
confinadas, observou que o consumo e composicdo do leite ndo diferiram entre os tratamentos

em estudo, mas houve diminuicdo da producao leiteira com a inclusao de glicerina.
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1.3 PROPOSICOES

Observando os estudos descritos na literatura com glicerina ha similaridade dos efeitos
observados, ressaltando que a maioria das pesquisas foi conduzida com vacas lactantes
confinadas, ou em substituicdo ao milho da dieta, necessitando entéo elucidar os efeitos com
animais em pastagem, tendo em vista que é o principal sistema de produc&o leiteira no Brasil.
Diante deste cenario, buscou-se avaliar o efeito da inclusdo de 10% de glicerina bruta na
Matéria Seca total da dieta, de vacas em lactacdo, em pastejo em azevém. As inter-relacdes do

modelo conceitual da pesquisa e hipdteses estdo demonstradas na Figura 4.

Melhora do desempenho animal:

Aumento Peso corporal

Melhora do Escore de condigdo corporal ™~ ~.
\\
p N
Melhora nos indices reprodutivos
Glicerina Bruta Diminui ocorréncia de doengas metabdlicas - -
Tecido Adiposo
\
Acidos graxos \
Intestino Delgado Jg \\
/
, , Triglicerid¢os \
Aumento qa oferta de proteina metabolizavel (aa) IE'T‘ : \
N \
Gli |
Gli‘serol N \ lcero' i
; = Figado Circulagdo Geral
|~ \’,' Glicose aumenta
Sangue portal | — 4 -

<" Ureia diminui

™~ ~ Vv
mento dasintese-de” ||°
. ~— N . — _
Glicerol " Ureia diminui {/ Glicose —<

, . ~ A
Rumen Propionato A

=

Propionato ———

y

Glicerol

Aumento da sintese de proteipa”’
s

W microbiana A
/

e
Aumento do Propionato <~
Redugdo do Acetato ~——

W

Urina

Excre¢do de N diminui

Redugdo da Produgdo de metano

-~
Modificaa composigdo do leite

Figura 4 - Modelo Conceitual da pesquisa “Efeito do uso do glicerol na dieta de vacas em lactagdo sobre os
niveis de ureia do leite”.

Com base nas hipdteses apresentadas no modelo conceitual da pesquisa, o trabalho foi
conduzido com o objetivo de avaliar o potencial do uso da suplementacdo com 10% de
glicerina bruta na Matéria Seca total da dieta para vacas holandesas, em lactacdo, mantidas

em sistema semi-intensivo de producdo em pastagem de azevem (Lolium multiflorum).
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Desta forma teve como objetivos especificos: avaliar o potencial do uso de glicerina
bruta na reducdo do nivel de nitrogénio ureico do leite, o efeito sobre os indicadores do perfil
metabdlico (ureia e glicose) sanguineos e urinarios; comparar o desempenho produtivo e a
composic¢do do leite (gordura, proteina, sélidos totais, lactose, contagem de células somaticas)

de vacas leiteiras consumindo ou ndo glicerina bruta na dieta.
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1.4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido de acordo com os padrdes éticos e aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande
do Sul, com o protocolo de pesquisa n.09/2014, parecer: 019/2014. O ensaio experimental foi
conduzido no Instituto Regional de Desenvolvimento Rural (IRDeR) da Universidade
Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUI), localizado no municipio de
Augusto Pestana, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, no periodo de julho a agosto de
2015.

Os dados resultantes foram divididos para compor dois artigos um sobre o perfil
metabdlico de vacas em lactacdo com inclusdo de glicerina na dieta e outro sobre a
composicdo e producdo do leite de vacas com incluséo de glicerina bruta na dieta.

Dezoito vacas da raca holandesa em lactacdo (600 + 50 kg de peso corporal (PC)) foram
divididas entre os tratamentos: 1) Dieta basal sem adicdo de glicerina bruta, 2) Dieta com
adicdo de 10% de glicerina bruta na Matéria Seca (MS) total. O periodo experimental teve
duracédo de 56 dias, dividido em quatro periodos de 14 dias, sendo que, no primeiro periodo
experimental todas as vacas receberam a mesma dieta para padronizagéo, a base de pastagem
de azevém, silagem de milho e ragdo comercial (denominado periodo de adaptacao).
Posteriormente, foi atribuido aleatoriamente as vacas em pares, bloqueadas por DEL (de 60 a
120 dias, 121 a 200 dias e 201 a 320 dias) e producéo de leite similar, em uma sequéncia de
trés periodos (denominados 1, 2 e 3), em reversdo simples.

No inicio do periodo de adaptacdo todos os animais foram avaliados, sendo que apenas
animais sadios ao exame clinico e ginecolégico foram incluidos no experimento.

As vacas foram mantidas em pastagem de Azevém (Lolium multiflorum Lam.), cultivar
Bar HQ®, tetraploide, sob pastejo rotacionado, em um dnico rebanho na &rea experimental,
manejadas de forma a proporcionar uma oferta minima de matéria seca de 25 kg/animal/dia.
A érea total de pastagem (20 ha) foi dividida em 11 piquetes com tamanho médio de 1,8 ha.
Os animais permaneciam em média dois dias e duas noites em cada piquete, cada piquete
ficava em descanso em media 20 dias. . Em relacdo a adubacdo na base foram aplicados 200
kg ha-1 (5-20-20) 40 kg de P205 e K20 e 77,5 kg de N, parcelados em 4 aplicagdes, sendo
10 kg ha™ na base e os demais divididos em 3 aplicacdes e em cobertura 150 kg ha™ de ureia,
em trés aplicagdes, distribuidas ao longo do periodo experimental.

As vacas de cada tratamento foram submetidas as mesmas condi¢cdes de manejo e

alimentacdo, pastejo em azevém no intervalo entre ordenhas e oferta de concentrado
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(conforme producdo de leite) mais oferta de 10 kg de silagem de milho dia™ no cocho,
diferindo apenas entre os tratamentos a inclusdo de 10% ou ndo de glicerina bruta na MS total
da dieta. Todos os animais foram pesados, em balanca, no inicio de cada periodo
experimental, para determinar o consumo de glicerina bruta diaria, com base em 3% de
consumo de matéria seca mediante 0 peso vivo. Apos a alimentacdo no canzil as sobras de
alimentos no cocho foram pesadas e os dados compilados, formando uma média de sobras ao
final de cada periodo, por animal.

O concentrado utilizado foi comercial peletizado com 17% de proteina bruta, que
detinha na sua composic¢do basica farelo de soja, como fonte proteica, milho moido e farelo de
arroz como fonte de alimentos energéticos. A quantidade de concentrado fornecido para cada
animal foi alterada sempre que necessario e seguiu, como critério pratico, o fornecimento de
um kg de concentrado para cada cinco litros de leite produzidos por vaca dia™. Os animais
foram ordenhados mecanicamente duas vezes ao dia, as 7 hs e 17 hs, e receberam o alimento
concentrado em canzis individuais, com cochos separados, logo apds a ordenha no periodo da
manhd e antes da ordenha no periodo da tarde. Durante o tempo restante, os animais
permaneceram nas areas de pastagens, com livre acesso a agua potavel.

A glicerina bruta utilizada foi liquida, de textura oleosa e coloragcdo amarelo escura,
produzida com matéria prima de 100% de soja, com 80% de teor de glicerol, 12% de agua,
1% de metanol, 2% de cinzas, 3% de matéria organica e 2% de cloreto de sddio,
comercializada pela empresa Trés Tentos Agroindustrial S/A de ljui, Rio Grande do Sul,
Brasil.

As coletas de amostra da forragem foram coletadas por simulacéo de pastejo na entrada
de cada piquete durante o experimento, sendo realizada posteriormente uma amostra
composta para cada periodo. As amostras foram mantidas congeladas até serem encaminhadas
ao laboratdrio para analise. Amostras da silagem de milho e do concentrado foram coletadas a
cada periodo também. Nas amostras dos alimentos foram avaliados os teores de matéria seca,
matéria mineral, matéria organica, proteina bruta, fibra em detergente neutro, fibra em
detergente acido, extrato etéreo e fibra bruta de todos os componentes da dieta. Estas analises
foram realizadas no Laboratério de Bromatologia da Universidade do Noroeste do Estado do
Rio Grande do Sul (UNIJUI), Tabela 1.
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Tabela 1- Resultados das andlises bromatologicas dos trés periodos experimentais, para

pastagem de azevem, silagem de milho e concentrado.

Alimentos
Periodo Itens Pastagem de Azevém Silagem de Milho Concentrado

MS% 9.24 23.43 83.50
MM% na MS 15.54 4.62 10.83
MQO% na MS 84.46 95.38 89.17

1 PB% na MS 31.81 7.49 17.05
FDN% na MS 50.87 59.98 -
FDA% na MS 43.93 51.84 -
EE% na MS 5.45 4.21 4.16
FB% na MS - - 8.56
MS% 13.70 23.43 83.50
MM% na MS 13.25 4.62 10.83
MQO% na MS 86.75 95.38 89.17

5 PB% na MS 21.95 7.49 17.05
FDN% na MS 58.45 59.98 -
FDA% na MS 38.51 51.84 -
EE% na MS 3.46 4.21 4.16
FB% na MS - - 8.56
MS% 10.27 23.43 83.50
MM% na MS 14.34 4.62 10.83
MO% na MS 85.66 95.38 89.17

3 PB% na MS 28.88 7.49 17.05
FDN% na MS 54.00 59.98 -
FDA% na MS 43.28 51.84 -
EE% na MS 3.83 4.21 4.16
FB% na MS - - 8.56

*MS= matéria seca, MM= matéria mineral, MO-matéria organica, PB=Proteina Bruta, FDN=Fibra em
detergente neutro, FDA= Fibra em detergente acido, EE=Extrato Etéreo, FB= Fibra Bruta

O material verde foi seco em estufa com circulacdo forgada de ar (55°C) até peso
constante, moido (peneira de um mm) e armazenado para posterior analise. Os teores de
matéria seca (MS) das amostras de alimentos foram determinados por secagem em estufa a
105°C até peso constante. O contetdo de cinzas foi determinado por combustdo a 600°C
durante 4 horas e a matéria organica (MO) por diferenca de massa. O nitrogénio total (N) das
amostras de alimentos foi determinado pelo método Kjeldahl (METODO 984.13; AOAC,
1997) e determinada proteina bruta e fibra bruta. A analise de fibra em detergente neutro
(FDN) foi baseada nos procedimentos descritos por Mertens (2002) com uso de a-amilase
termoestavel, exceto que as amostras foram pesadas dentro de sacos filtro de poliéster
(porosidade de 16 um) e tratadas com detergente neutro em autoclave a 110°C por 40 minutos
(SENGER et al., 2008). As concentracdes de fibra em detergente acido (FDA) em detergente
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acido (LDA) foram analisadas de acordo com o Método 973.18 da AOAC (1997), exceto que
as amostras foram pesadas dentro de sacos filtro de poliéster (porosidade de 16 um) e tratadas
com detergente acido em autoclave a 110°C por 40 minutos (SENGER et al., 2008). Os teores
de extrato etéreo (EE) foram obtidos por extracdo com éter etilico em um sistema de refluxo a
180°C durante 2 horas. A analise da dieta referente a cada periodo experimento com e sem

glicerina bruta encontra-se detalhada na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados das andlises para composicdo nutricional da dieta dos periodos
experimentais (% MS).

Periodo Itens — Dieta —
Com Glicerina bruta Sem Glicerina bruta
MS% 18.40 17.00
CNF% na MS 35.70 29.40
CHO Fem.% na MS 43.70 41.70
1 PB% na MS 20.44 22.71
FDN% na MS 18.10 20.50
EE% na MS 4.60 5.10
FS% na MS 8.80 2.10
MS% 24.80 23.00
CNF% na MS 35.70 29.40
CHO Fem.% na MS 45.50 43.70
2 PB% na MS 16.56 18.41
FDN% na MS 19.90 22.60
EE% na MS 3.80 4.20
FS% na MS 8.80 2.10
MS% 20.00 18.50
CNF% na MS 35.70 29.40
CHO Fem.% na MS 44.40 42.50
3 PB% na MS 19.28 21.43
FDN% na MS 18.80 21.30
EE% na MS 4.00 4.40
FS% na MS 8.80 2.10

*MS= matéria seca, CNF= carboidratos ndo fibrosos, CHO Fem.= carboidratos fermentaveis, PB=Proteina
Bruta, FDN=Fibra em detergente neutro, EE=Extrato Etéreo, FB= Fibra Bruta

Dois dias ao final de cada periodo experimental, uma aliquota (aproximadamente 40
mL) de leite de cada animal de ambas as ordenhas (60% da manha e 40% da tarde) foi
coletada e acondicionada em frasco contendo conservante Bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-
propanodiol). Os frascos com as amostras foram identificados com o ndmero do animal e

enviados ao Laboratério da Universidade de Passo Fundo (UPF), Servi¢co de Analise de
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Rebanhos Leiteiros (SARLE), para fins de analise do nitrogénio ureico, composi¢do do leite
(gordura, proteina, sélidos totais e lactose) e contagem de células somaticas. Sendo que a
composicdo do leite e o nitrogénio ureico foram analisados pelo método infravermelho e a
contagem de células somaticas por citometria de fluxo. Os resultados foram compilados com
base em uma média das amostras por animal, a cada periodo experimental.

A producdo de leite (litros dia™) foi analisada nos Gltimos seis dias de cada periodo
experimental, através da mensuracdo da producdo das ordenhas da manha e tarde, mediante
pesagens do leite através de sistema semi automatizado de ordenha, ap6s foi realizada uma
média de producdo, por periodo experimental, por animal. A producdo de leite também foi
analisada sendo corrigida para producdo de 4% de gordura, conforme a férmula: [(0,4) X
(producéo de leite) + 15 (producéo de leite x % gordura/100)] (NRC, 2001).

Amostras de sangue foram coletadas de todos os animais por puncao da veia ou artéria
coccigea, no ultimo dia de cada periodo, sempre no periodo da manhd, apds a alimentacao,
utilizando-se tubos vacuolizados de 10 mL (BD Vacuotainer® com ativador de coagulo), ao
final de cada periodo experimental. O soro sanguineo foi separado e congelado, apds as
amostras foram encaminhadas ao Laboratdrio de Analises Clinicas da UNIJUI para anélise da
glicose e ureia, através de kits de analise da empresa Bioclin®.

As amostras de urina, 100 mL, foram coletadas por meio de massagem perineal ou
vulvar de cada vaca ap0s a ordenha da manha e da tarde. As amostras foram centrifugadas a
3000 rpm por 10 minutos, posteriormente filtradas em gaze e uma aliquota de 10 mL foi
separada e diluida com 1 mL de acido sulfdrico a 20%, a fim de manter o pH abaixo de 3,0,
completando até 50 mL com agua destilada. Ap6s foram homogeneizadas e conferiu-se com
fitas de pH se 0 mesmo estava abaixo de 3,0. Apés homogeneizacdo, as aliquotas foram
armazenadas congeladas a —20°C. De cada uma destas coletas retirou-se 5 mL e colocou-se
em um pote, 5 mL em cada uma das coletas (manhd e tarde, por 7 dias). No final obteve-se
uma amostra composta do periodo (70 mL) por vaca. Estas amostras foram destinadas a
quantificacdo da concentracdo de glicose e ureia, através de kits de analise da empresa
Bioclin®.

Para fins de analise a inclusdo de glicerina bruta foi considerada como efeito fixo e o
bloco como efeito aleatério (bloqueado dias em lactacdo). Para o estudo do efeito da inclusédo
de glicerina bruta no perfil metabolico avaliou-se niveis de ureia no sangue e urina, nitrogénio
ureico no leite, glicose no sangue e urina, sobras no cocho e producéo de leite em litros dia™ e
corrigida para 4% de gordura, sendo os resultados de cada tratamento, por periodo,

incorporados a media dos grupos (tratado ou ndo). Os resultados referentes as variaveis
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metabolicas (urina, sangue e leite), producdo de leite e consumo foram analisados utilizando o
procedimento MIXED do SAS 9.2 (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Submetidos os dados a analise
de variancia e o efeito de tratamento foi avaliado pelo teste de Tukey para dados pareados, 0s
contrastes foram considerados significativos quando o valor de P<0.05 e tendéncia quando
P<0.10. Ainda avaliou-se o nivel de correlacdo entre as variaveis analisadas.

Para o estudo do efeito da incluséo de glicerina bruta na composigéo do leite, avaliou-se
a producéo de leite em litros dia * e também a producéo corrigida para producéo de 4% de
gordura, conforme a formula: [(0,4) x (producdo de leite) + 15 (producdo de leite X %
gordura/100)] (NRC, 2001). As variaveis expressas como porcentagens (gordura, proteina,
lactose e solidos totais) foram transformadas pela aplicacdo do arcoseno da raiz quadrada de
seus valores percentuais e posteriormente analisadas (MARKUS, 1973). Os valores de
contagem de células somaticas foram transformados pela aplicacdo do logaritmo base 10 e
posteriormente analisados (NG-KWAI-HANG et al., 1982). Embora a anélise estatistica tenha
sido feita com os valores transformados, os seus valores originais estdo apresentados nas
tabelas para facilitar a interpretacdo. Os resultados referentes as variaveis da composicao e
producéo de leite foram analisados utilizando o procedimento MIXED do SAS 9.2 (SAS Inst.
Inc., Cary, NC). Os resultados de cada animal foram incorporados a média dos grupos
(tratado ou ndo). Os dados foram submetidos a analise de varidncia e o efeito de tratamento
foi avaliado pelo teste de Tukey para dados pareados, os contrastes foram considerados

significativos quando o valor de P<0.05 e tendéncia quando P<0.10.
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2.1 PERFIL METABOLICO DE VACAS LEITEIRAS EM PASTEJO COM AZEVEM E
INCLUSAO DE GLICERINA BRUTA NA DIETA

2.1.1 Resumo

Com o objetivo de avaliar o efeito da inclusdo de glicerina bruta sobre o perfil
metabdlico, de vacas em lactagdo, em pastejo de azevém foi conduzido um experimento com
dezoito animais, da raca holandesa, divididas entre os tratamentos: 1) Dieta basal sem adi¢do
de glicerina bruta, 2) Dieta com adicdo de 10% de glicerina bruta na Matéria Seca total. O
periodo experimental teve duracdo de 56 dias, dividido em quatro periodos de 14 dias, sendo
0 primeiro periodo utilizado apenas para padronizacéo da dieta, seguindo posteriormente de 3
periodos, em delineamento de reversdo simples. Foram analisados, bloqueando o periodo de
lactacéo, resultados referentes & produco de leite (litros dia™ e corrigida para producéo de 4%
de gordura), nivel de ureia e glicose no sangue e urina, nivel de nitrogénio ureico do leite e
sobra de alimento no cocho. O efeito da inclusdo de glicerina bruta na dieta sobre as variaveis
foi avaliado. Verificou-se que a incluséo de 10% de glicerina bruta na MS total de vacas em
lactacdo, em pastejo de azevém, reduz a eliminacdo de ureia via leite e aumenta os niveis
sanguineos de glicose, ndo tendo efeito deletério sobre a produgdo de leite e consumo de

alimento dos animais.

Palavras-chave: BOVINOS; GLICEROL; GLICOSE; NITROGENIO UREICO; UREIA

2.1.2 Introducéo

Bovinos de leite, de regides de clima subtropical, no periodo de inverno, tem sua dieta
baseada na utilizacdo de plantas forrageiras cultivadas (MITTELMENN et al., 2014), com
destaque para o azevém (Lolium multiflorum lam.), forragem que possui uma alta

concentracdo de proteina bruta (CONFORTIN et al, 2009).
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A ingestdo de proteina pelos bovinos chega ao rimen e cerca de 60 a 80% é
transformada em aménia, que é utilizada pelos microorganismos ruminais para a sintese de
suas proteinas estruturais, sendo o excedente absorvido através da parede ruminal para a
circulacdo geral. A amdnia absorvida chega ao figado via sanguinea, onde é transformada em
ureia, a qual se excreta, em parte como ureia na urina e no leite, sendo que uma fracdo pode
voltar ao rimen através da saliva, ou por difusdo na parede ruminal reintegrando-se ao ciclo
(GONZALEZ et al., 2000).

O excesso de proteina na dieta de vacas leiteiras pode prejudicar a sanidade e a
producdo dos animais (BUTLER, 1998). Sendo assim, a busca por alimentos como fontes
alternativas de energia que possam equilibrar a dieta de bovinos, é crescente. No Brasil, temos
disponivel a glicerina bruta, que surge como uma fonte energética de baixo custo e com
potencial de melhorar a eficiéncia produtiva dos animais, sendo subproduto da indudstria de
biodiesel (COOPER e WEBER, 2012).

A glicerina bruta possui grande assimilacdo pelos microrganismos da flora ruminal,
com ampla metabolizacdo no figado (ABO EI-NOR et al., 2010), tendo potencial para
diminuir a biohidrogenacdo no rdmen (KRUEGER et al., 2010) e aumentar o aporte
energético através do incremento de propionato (LEE et al., 2011). O incremento no
propionato proporciona 0 aumento na sintese de glicose no figado, a partir de moléculas
precursoras na via da gliconeogénese. Sendo que a glicose é vital para manutencdo e
incremento da producao de leite (BERCHIELLI et al., 2006).

Para avaliar o efeito da inclusdo de glicerina bruta a dieta de vacas, em pastagem de
azevém, pode-se utilizar e correlacionar os dados das variaveis do perfil metabolico dos
animais (ureia e glicose sanguinea e urinaria e nivel de nitrogénio ureico no leite). Assim
como é importante definir o efeito sobre o consumo de alimento e producdo de leite. Desta

forma, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar o efeito da inclusdo de
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10% glicerina bruto na MS total da dieta, sobre o perfil metab6lico e producdo de leite, de

vacas holandesas em lactagdo, em pastejo em azevém.

2.1.3 Material e Métodos

Este trabalho foi conduzido de acordo com os padrdes éticos e aprovado pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande
do Sul, com o protocolo de pesquisa n.09/2014, parecer: 019/2014. O ensaio experimental foi
conduzido no Instituto Regional de Desenvolvimento Rural (IRDeR) da Universidade
Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUI), localizado no municipio de
Augusto Pestana, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, no periodo de julho a agosto de
2015.

Dezoito vacas da raca holandesa em lactagdo (600 + 50 kg de peso corporal (PC)) foram
divididas entre os tratamentos: 1) Dieta basal sem adicdo de glicerina bruta, 2) Dieta com
adicdo de 10% de glicerina bruta na Matéria Seca (MS) total. O periodo experimental teve
duracdo de 56 dias, dividido em quatro periodos de 14 dias, sendo que, no primeiro periodo
experimental todas as vacas receberam a mesma dieta para padronizagéo, a base de pastagem
de azevém, silagem de milho e racdo comercial (denominado periodo de adaptacdo).
Posteriormente, foi atribuido aleatoriamente as vacas em pares, bloqueadas por DEL (de 60 a
120 dias, 121 a 200 dias e 201 a 320 dias) e producéo de leite similar, em uma sequéncia de
trés periodos (denominados 1, 2 e 3), em reversdo simples. No inicio do periodo de adaptagédo
todos os animais foram avaliados, sendo que apenas animais sadios ao exame clinico e
ginecoldgico foram incluidos no experimento.

As vacas foram mantidas em pastagem de Azevém (Lolium multiflorum Lam.), cultivar
Bar HQ®, tetraploide, sob pastejo rotacionado, em um Gnico rebanho na area experimental,
manejadas de forma a proporcionar uma oferta minima de matéria seca de 25 kg/animal/dia.

A éarea total de pastagem (20 ha) foi dividida em 11 piquetes com tamanho médio de 1,8 ha.
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Os animais permaneciam em média dois dias e duas noites em cada piquete, cada piquete
ficava em descanso em média 20 dias. Em relacdo a adubacédo na base foram aplicados 200 kg
ha™ (5-20-20) 40 kg de P205 e K20 e 77,5 kg de N, parcelados em 4 aplicagdes, sendo 10 kg
ha™ na base e os demais divididos em 3 aplicacdes e em cobertura 150 kg ha™ de ureia, em
trés aplicac@es, distribuidas ao longo do periodo experimental.

Os animais de cada tratamento foram submetidos as mesmas condi¢cdes de manejo e
alimentacdo, pastejo em azevém no intervalo entre ordenhas e oferta de concentrado
(conforme producdo de leite) mais oferta de 10 kg de silagem de milho dia™ no cocho,
diferindo apenas entre os tratamentos a inclusdo de 10% ou ndo de glicerina bruta. Todos os
animais foram pesados, em balanca, no inicio de cada periodo experimental, para determinar
0 consumo de glicerina bruta diaria, com base em 3% de consumo de matéria seca mediante o
peso vivo. Apos a alimentacdo no canzil as sobras de alimentos no cocho foram pesadas e 0s
dados compilados, formando uma média de sobras ao final de cada periodo, por animal.

Um concentrado comercial peletizado foi utilizado com 17% de proteina bruta, que
detinha na sua composicéo basica farelo de soja, como fonte proteica, milho moido e farelo de
arroz como fonte de alimentos energéticos. A quantidade de concentrado fornecido para cada
animal foi alterada sempre que necessario e seguiu, como critério pratico, o fornecimento de
um Kg de concentrado para cada cinco litros de leite produzidos por vaca dia™. Os animais
foram ordenhados mecanicamente duas vezes ao dia, as 7 hs e 17 hs, e receberam o alimento
concentrado em canzis individuais, com cochos separados, logo apds a ordenha no periodo da
manhd e antes da ordenha no periodo da tarde. Durante o tempo restante, os animais
permaneceram nas areas de pastagens, com livre acesso a agua potavel.

A glicerina bruta utilizada foi liquida, de textura oleosa e coloracdo amarelo escura,
produzida com matéria prima de 100% de soja, com 80% de teor de glicerol, 12% de agua,

1% de metanol, 2% de cinzas, 3% de matéria organica e 2% de cloreto de sddio,
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comercializada pela empresa Trés Tentos Agroindustrial S/A de ljui, Rio Grande do Sul,
Brasil.

As coletas de amostra da forragem foram coletadas por simulagéo de pastejo na entrada
de cada piquete durante o experimento, sendo realizada posteriormente uma amostra
composta para cada periodo. As amostras foram mantidas congeladas até serem encaminhadas
ao laboratério para analise. Amostras da silagem de milho e do concentrado foram coletadas a
cada periodo também. Nas amostras dos alimentos foram avaliados os teores de matéria seca,
matéria mineral, matéria organica, proteina bruta, fibra em detergente neutro, fibra em
detergente acido, extrato etéreo e fibra bruta de todos os componentes da dieta. Estas analises
foram realizadas no Laboratorio de Bromatologia da Universidade do Noroeste do Estado do
Rio Grande do Sul (UNIJUI), Tabela 1. A analise da dieta referente a cada periodo
experimento com e sem glicerina bruta encontra-se detalhada na Tabela 2.

O material verde foi seco em estufa com circulacdo forcada de ar (55°C) até peso
constante, moido (peneira de um mm) e armazenado para posterior analise. Os teores de
matéria seca (MS) das amostras de alimentos foram determinados por secagem em estufa a
105°C até peso constante. O contetdo de cinzas foi determinado por combustdo a 600°C
durante 4 horas e a matéria organica (MO) por diferenca de massa. O nitrogénio total (N) das
amostras de alimentos foi determinado pelo método Kjeldahl (METODO 984.13; AOAC,
1997) e determinada proteina bruta e fibra bruta. A analise de fibra em detergente neutro
(FDN) foi baseada nos procedimentos descritos por MERTENS (2002) com uso de a-amilase
termoestavel, exceto que as amostras foram pesadas dentro de sacos filtro de poliéster
(porosidade de 16 um) e tratadas com detergente neutro em autoclave a 110°C por 40 minutos
(SENGER et al., 2008). As concentracOes de fibra em detergente acido (FDA) em detergente
acido (LDA) foram analisadas de acordo com o Método 973.18 da AOAC (1997), exceto que

as amostras foram pesadas dentro de sacos filtro de poliéster (porosidade de 16 um) e tratadas
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com detergente acido em autoclave a 110°C por 40 minutos (SENGER et al., 2008). Os teores
de extrato etéreo (EE) foram obtidos por extracdo com éter etilico em um sistema de refluxo a
180°C durante 2 horas.

Nos dois altimos dias de cada periodo experimental, uma aliquota (aproximadamente 40
mL) de leite de cada animal de ambas as ordenhas (60% da manhd e 40% da tarde) foi
coletada e acondicionada em frasco contendo conservante Bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-
propanodiol). Os frascos com as amostras foram identificados com o numero do animal e
enviados ao Laboratorio da Universidade de Passo Fundo (UPF), Servico de Analise de
Rebanhos Leiteiros (SARLE), para fins de analise do nitrogénio ureico, pelo método
Infravermelho. Os resultados foram compilados com base em uma média das amostras por
animal, a cada periodo experimental.

A producdo de leite (litros dia™) foi analisada nos Gltimos seis dias de cada periodo
experimental, através da mensuracdo da producdo das ordenhas da manhd e tarde, mediante
pesagens do leite através de sistema semi automatizado de ordenha, apos foi realizada uma
média de producdo, por periodo experimental, por animal. A producédo de leite também foi
analisada sendo corrigida para producdo de 4% de gordura, conforme a formula: [(0,4) X
(producao de leite) + 15 (producéo de leite x % gordura/100)] (NRC, 2001).

Amostras de sangue foram coletadas de todos os animais por puncdo da veia ou artéria
coccigea, no ultimo dia de cada periodo, sempre no periodo da manhd, apés a alimentacéo,
utilizando-se tubos vacuolizados de 10 mL (BD Vacuotainer® com ativador de coagulo), ao
final de cada periodo experimental. O soro sanguineo foi separado e congelado, apds as
amostras foram encaminhadas ao Laboratdrio de Analises Clinicas da UNIJUI para anélise da
glicose e ureia, através de kits de analise da empresa Bioclin®.

As amostras de urina, 100 mL, foram coletadas por meio de massagem perineal ou

vulvar de cada vaca ap0s a ordenha da manhd e da tarde. As amostras foram centrifugadas a
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3000 rpm por 10 minutos, posteriormente filtradas em gaze e uma aliquota de 10 mL foi
separada e diluida com 1 mL de &cido sulfarico a 20%, a fim de manter o pH abaixo de 3,0,
completando até 50 mL com agua destilada. Apds foram homogeneizadas e conferiu-se com
fitas de pH se 0 mesmo estava abaixo de 3,0. Apés homogeneizacdo, as aliquotas foram
armazenadas congeladas a —20°C. De cada uma destas coletas retirou-se 5 mL e colocou-se
em um pote, 5 mL em cada uma das coletas (manhd e tarde, por 7 dias). No final obteve-se
uma amostra composta do periodo (70 mL) por vaca. Estas amostras foram destinadas a
quantificacdo da concentracdo de glicose e ureia, através de Kits de analise da empresa
Bioclin®.

Para fins de analise a inclusdo de glicerina bruta foi considerada como efeito fixo e o
bloco como efeito aleatério (bloqueado dias em lactacdo). Para o estudo do efeito da incluséo
de glicerina bruta no perfil metabdlico avaliou-se niveis de ureia no sangue e urina, nitrogénio
ureico no leite, glicose no sangue e urina, sobras no cocho e producdo de leite em litros dia-1
e corrigida para 4% de gordura, sendo os resultados de cada tratamento, por periodo,
incorporados a meédia dos grupos (tratado ou ndo). Os resultados referentes as variaveis
metabdlicas (urina, sangue e leite), producéo de leite e consumo foram analisados utilizando o
procedimento MIXED do SAS 9.2 (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Submetidos os dados a analise
de variancia e o efeito de tratamento foi avaliado pelo teste de Tukey para dados pareados, 0s
contrastes foram considerados significativos quando o valor de P<0.05 e tendéncia quando

P<0.10. Ainda avaliou-se o nivel de correlacdo entre as variaveis analisadas.

2.1.4 Resultados e Discussdo

Os niveis de ureia sanguinea (Tabela 3) encontraram-se dentre dos valores descritos
para vacas em lactacdo que sio de 42.8 a 64.2 mg dL™* (KANEKO et al., 1997). J& os niveis
de ureia na urina das vacas foram superiores, estes valores normalmente sdo superiores aos

valores apresentados no sangue, porque os rins tém grande capacidade de excretar a ureia e
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mantém a substancia em quantidade superior na urina em relacdo a concentracdo plasmatica
(ORTOLANI, 2002), corroborando com o verificado neste estudo, sem efeito do periodo de
lactacdo, Tabela 3.

Em relagéo ao teor de nitrogénio ureico no leite, os valores preconizados para vacas em
lactacdo sofrem divergéncia entre as literaturas para TORRENT (2000) devem estar entre 12 a
18 mg dL™, para JOHNSON e YOUNG (2003); MEYER et al. (2006) entre 10 a 15 mg dL™.
J4 para FERGUSON et al. (1993); ARIAS e ALONSO (1997); JONKER et al. (1998);
BUTLER et al. (1996) os valores sdo considerados elevados quando superiores a 19 mg dL™ e
estes autores relacionam altos niveis a reducdo na producdo de leite e a perdas nos indices
reprodutivos. ALMEIDA (2012) cita que a média geral da concentracdo deve estar entre 12 a
16 mg dL™. De forma geral, os valores médios encontrados neste estudo (Tabela 3), néo
diferiram entre os periodos da lactacdo, mas mantiveram-se acima dos valores descritos na
literatura, provavelmente devido ao elevado teor de proteina bruta ofertado na dieta (Tabela
2), que refletiu também na ocorréncia de glicosuria (Tabela 3).

Porém neste estudo, a glicemia sanguinea se manteve nos parametros fisiol0gicos para a
espécie. Para bovinos a concentracdo de glicose sanguinea é de 45 a 75 mg dL™ conforme
KANEKO et al., (1997) e de 50 a 80 mg dL* conforme FERNANDES et al. (2012).

Os niveis de uréia no sangue (P=0.6473), urina (P=0.6158), nitrogénio ureico no leite
(P=0.6782), glicose sanguinea (P=0.1009), glicose na urina (P=0.8328) nédo sofreram efeito do
periodo de lactacdo, ja a producdo de leite em litros (P=0.0001) e corrigida para 4% de
gordura (P=0.0008) apresentaram efeito significativo, Tabela 3.

Segundo BUTLER (2001) a ingestdo excessiva de proteina degradavel no rimen resulta
na elevacdo dos niveis plasmaticos e teciduais de amdnia, ureia e outros compostos
nitrogenados, considerando-se que a maior parte da amdénia absorvida no trato digestivo é

convertida a ureia pelo figado, sendo responsavel pelo aumento nos niveis circulantes no
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sangue e pelo aumento na excrecdo urinaria ou no leite. Neste estudo, a inclusdo de 10%
glicerina bruta na MS da dieta apresentou diferenca significativa para o nitrogénio ureico no
leite (P=0.0452), esta reducdo na excrecdo no leite pode estar relacionada ao efeito da
glicerina bruta em incrementar diretamente a oferta de energia metabolizavel aos animais e,
indiretamente, em potencializar o crescimento microbiano ruminal e a digestibilidade da fibra,
porém ndo houve efeito significativo para ureia no sangue (P=0.3648) e ureia na urina
(P=0.3716), Tabela 4. Sendo que o grupo tratado com glicerina bruta na dieta manteve o nivel
de nitrogénio ureico no leite cerca de dois pontos percentuais abaixo do nivel do grupo nao
tratado.

Apos administracao, via oral, da glicerina bruta misturada a dieta dos animais ao chegar
ao rumen, tem o glicerol de sua composi¢cdo convertido principalmente a acido propionico,
apos ser fermentado, segundo GARTON et al. (1961). O propionato ao ser absorvido pela
corrente sanguinea € metabolizado no figado, que sera utilizado para a formacao de glicose na
via gliconeogénica (ZAWADSKI et al., 2010). Ja o glicerol que for absorvido pelo epitélio
ruminal, sera convertido a glicose no figado (KREHBIEL, 2008). Sendo que o glicerol
também exerce efeito positivo sobre a retencdo de aminoacidos ou nitrogénio (CERRATE et
al., 2006), age inibindo a atividade das enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinase e glutamato
desidrogenase e resulta em economia dos aminoacidos gliconeogénicos, 0 que aumenta a
quantidade de amonia disponivel no liquido ruminal para o desenvolvimento da flora
microbiana no ramen.

Sendo assim, neste caso a amonia liberada no liquido ruminal, oriunda da degradacéo
dos compostos nitrogenados do azevem, juntamente com o fornecimento adequado de
energia, via glicerina bruta, provavelmente foi utilizada na sintese proteica dos

microrganismos ruminais o que acarretou em menor liberacdo de ureia no leite.
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AVILA-STAGNO et al. (2014), trabalhando com inclusdo de glicerina até 15% na MS
em dietas a base de forragens, encontraram o aumento do propionato seguido do aumento do
butirato. O uso da glicerina bruta pode disponibilizar elevada quantidade de componentes
gliconeogénicos devido a maior conversdo em propionato e, assim, aumentar a
disponibilidade de carbonos que podem ser utilizados na sintese de acidos graxos
(VERSEMANN et al., 2008), causando alteracdes na producéo de leite. Observou-se aumento
significativo sobre os niveis de glicose sanguinea (P=0.0283) quando incluida glicerina bruta
na dieta, porém para producdo em litros (P=0.7051) e corrigida para 4% de gordura
(P=0.7051) e para glicose na urina (P=0.2692) ndo houve efeito significativo, Tabela 4.

PYATT et al. (2007) relataram que dietas que possuem até 10% de glicerina bruta na
MS podem gerar efeitos positivos sobre a eficiéncia alimentar. Os autores observaram
aumento de 19% na eficiéncia alimentar de bovinos que receberam glicerina bruta. Neste
estudo a falta de efeito da inclusdo de glicerina bruta, na sobra de alimentos no cocho,
(P=0.8789, Tabela 4), estd de acordo com a hipotese de EDWARDS et al. (2012),
fundamentados em estudos in vitro, reportaram que a suplementacao com glicerina purificada
de 8 a 15% na MS da dieta ndo afeta a digestibilidade da MS no ramen, sendo que neste caso
a inclusdo de glicerina bruta possivelmente ndo acarretou em mudanca no ambiente ruminal
ao ponto de ter prejudicado o consumo de alimento dos animais.

De acordo com GONZALEZ et al. (2000) o aumento da ingestdo de energia pode influir
inversamente na concentracdo de amodnia ruminal devido ao aumento da sintese proteica
microbiana, o que reduz também a ureia circulante no organismo do animal e excretada. E
ainda segundo DePETERS e FERGUNSON (1992) os valores de nitrogénio ureico no leite
estdo fortemente correlacionados a concentracdo de ureia no plasma. A ureia devido ao seu
baixo peso molecular difunde-se igualmente pelos fluidos orgénicos, incluindo o leite na

glandula mamaéria (FERGUSON e CHALUPA, 1989). O nivel no leite é utilizado para
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monitorar o metabolismo protéico em vacas lactantes (BUTLER, 1998). Estudos confirmam
que a excregado urinaria de nitrogénio tem correlacéo linear e positiva com os teores no sangue
e leite (KAUFFMAN e ST-PIERRE, 2001). Este estudo confirmou a correlagdo linear
positiva entre ureia sanguinea, ureia urinaria e nitrogénio ureico no leite (Tabela 5), tanto no
grupo com quanto no sem adi¢édo de glicerina bruta. O nitrogénio ureico no leite € um indicativo
da adequacdo ou excesso de amonia ruminal em relacdo a energia disponivel para o crescimento
microbiano no rumen. Alta quantidade de proteina disponivel no ramen (degradavel/solavel) em
relacdo a quantidade de carboidratos disponiveis resulta em altos niveis de nitrogénio ureico no
leite. Sendo que quando ndo se adicionou glicerina bruta na dieta dos animais ndo houve
efeito de correlacdo significativa entre os niveis de ureia no leite e de glicose sanguinea.
Demonstrando assim o potencial quando adicionado glicerina bruta a dieta em aumentar a

glicose sanguinea e reduzir o nitrogénio ureico (r=-0.9695), Tabela 5.

2.1.5 Conclusodes
A inclusdo de 10% de glicerina bruta na MS de vacas holandesas, em lactacdo, em

pastejo de azevém, reduz a eliminacdo de ureia via leite e aumenta os niveis sanguineos de
glicose, nédo tendo efeito sobre a producéo de leite e consumo de alimento dos animais, sendo
recomendada sua utilizacao na dieta.
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Tabela 1- Resultados das andlises bromatoldgicas dos trés periodos experimentais, para

pastagem de azevém, silagem de milho e concentrado.

Alimentos
Periodo Itens Pastagem de Azevém Silagem de Milho Concentrado

MS% 9.24 23.43 83.50
MM% na MS 15.54 4.62 10.83
MO% na MS 84.46 95.38 89.17

1 PB% na MS 31.81 7.49 17.05
FDN% na MS 50.87 59.98 -
FDA% na MS 43.93 51.84 -
EE% na MS 5.45 421 4.16
FB% na MS - - 8.56
MS% 13.70 23.43 83.50
MM% na MS 13.25 4.62 10.83
MO% na MS 86.75 95.38 89.17

5 PB% na MS 21.95 7.49 17.05
FDN% na MS 58.45 59.98 -
FDA% na MS 38.51 51.84 -
EE% na MS 3.46 4.21 4.16
FB% na MS - - 8.56
MS% 10.27 23.43 83.50
MM% na MS 14.34 4.62 10.83
MO% na MS 85.66 95.38 89.17

3 PB% na MS 28.88 7.49 17.05
FDN% na MS 54.00 59.98 -
FDA% na MS 43.28 51.84 -
EE% na MS 3.83 421 4.16
FB% na MS - - 8.56

*MS= matéria seca, MM= matéria mineral, MO-matéria organica, PB=Proteina Bruta, FDN=Fibra em
detergente neutro, FDA= Fibra em detergente acido, EE=Extrato Etéreo, FB= Fibra Bruta
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Tabela 2- Resultados das andlises para composicdo nutricional da dieta dos periodos
experimentais (% MS).

Periodo Itens — Dieta —
Com Glicerina bruta Sem Glicerina bruta
MS% 18.40 17.00
CNF% na MS 35.70 29.40
CHO Fem.% na MS 43.70 41.70
1 PB% na MS 20.44 22.71
FDN% na MS 18.10 20.50
EE% na MS 4.60 5.10
FS% na MS 8.80 2.10
MS% 24.80 23.00
CNF% na MS 35.70 29.40
CHO Fem.% na MS 45.50 43.70
2 PB% na MS 16.56 18.41
FDN% na MS 19.90 22.60
EE% na MS 3.80 4.20
FS% na MS 8.80 2.10
MS% 20.00 18.50
CNF% na MS 35.70 29.40
CHO Fem.% na MS 44.40 42.50
3 PB% na MS 19.28 21.43
FDN% na MS 18.80 21.30
EE% na MS 4.00 4.40
FS% na MS 8.80 2.10

*MS= matéria seca, CNF= carboidratos ndo fibrosos, CHO Fem.= carboidratos fermentaveis, PB=Proteina
Bruta, FDN=Fibra em detergente neutro, EE=Extrato Etéreo, FB= Fibra Bruta
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Tabela 3- Valores médios para perfil metabdlico e producdo de leite, de vacas holandesas, em

diferentes periodos da lactacéo.

Variaveis 6(% | 51152)0 1(2dli :S(;O 2(()(}i ;SZ)O Valc|>3r de ((3/:/)
Ureia Sangue (mg dL™) 51° 542 56° 0.6473 23.95
Ureia Urina (mg dL™) 162° 176° 195° 0.6158  52.03
Nitrogénio Ureico no leite (mg dL™) 21° 22° 23° 0.6782 23.91
Glicose Sangue (mg dL™) 68° 66° 61° 0.1009 11.47
Glicose Urina (mg dL™) 18° 14° 12° 0.8328  172.82
Producao (litros dia ™) 36° 28° 26° 0.0001 15.62
Producéo (corrigida a 4% gordura) 30° 25° 24° 0.0008 17.26

*Letras diferentes na mesma linha sdo significativas para P<0.05, Test Tukey.
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Tabela 4- Valores médios de ureia (sangue, leite e urina), glicose (sangue, urina) e da
producdo leiteira e sobras de alimento no cocho, em diferentes periodos de lactacdo, de vacas

holandesas, tratadas com dieta acrescida ou ndo de 10% de glicerina bruta na Matéria Seca

total.
Dias em lactacéo Com Sem Valor de P CcVv
Glicerina Bruta Glicerina Bruta (%)
Ureia Sangue (mg dL™)
60a 120 49 52
121a200 51 56
201 a 320 53 58
Meédia e Desvio Padréo 51°+14 55% + 12 0.3648 23.95
Ureia Urina (mg dL™)
60a 120 157 166
121a200 166 186
201 a 320 167 223
Média e Desvio Padréo 163% + 88 192% + 94 0.3716 52.03
Nitrogénio Ureico no leite (mg dL™)
60a 120 20.28 21.79
121a200 21.47 23.51
201 a 320 22.64 23.43
Média e Desvio Padrao 21°+5 23°+6 0.0452 23.91
Glicose Sangue (mg dL ™)
60a 120 71 64
121a 200 69 63
201 a 320 64 58
Média e Desvio Padréo 68°+ 5 62°+ 9 0.0283 11.47
Glicose Urina (mg dL-1)
60a 120 24 12
121a 200 18 10
201 a 320 15 9
Média e Desvio Padréo 19% + 24 10% + 22 0.2692 172.82
Producéo de leite (litros dia-1)
60a 120 36 36
121a 200 28 27
201 a 320 27 25
Meédia e Desvio Padrio 30°+6 29+ 7 0.6187 15.62
Producéo de leite (corrigida para 4% gordura)
60a 120 30 29
121a200 25 24
201 a 320 24 23
Meédia e Desvio Padrio 26°+8 25%°+9 0.7051 17.26
Sobras (gramas)
60a120 561 506
121a200 440 427
201 a 320 548 577
Média e Desvio Padrdo 516% + 263 503% + 306 0.8789 55.95

Letras diferentes na mesma linha so significativas para P<0.05 para a inclusdo de glicerina bruta, Test Tukey.
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Tabela 5- Correlagdes entre ureia sanguinea (mg dL™), ureia urinaria (mg dL™), nitrogénio
ureico no leite (mg dL™), glicose sanguinea (mg dL™), glicose urinaria (mg dL™*) e producéo
de leite (litros/dia) de vacas holandesas e sobras de alimento no cocho (g/dia) em dietas com

inclus&o de glicerina bruta e sem incluséo de glicerina bruta.

Com Glicerina Bruta

Ureia Ureia Nitrogénio  Glicose Glicose Producao de leite
Variaveis sanguinea  urinaria ureico leite sanguinea urinaria
Ureia sanguinea ) ) } ; . -
Ureia urinaria 0.9078 ) . . - -
Nitrogénio ureico leite 1.0000 0.9099 i} ; . -
Glicose sanguinea -0.9707  -0.7805  -0.9695 - - -
Glicose urinaria -0.9820 -0.9707  -0.9829  0.9078 - -
Produgdo de leite 09122 -0.9999  -0.9142 07871  0.9732 -
Sobras -0.0979  -05061  -0.1027  -0.1440  0.2842 0.4969
Sem Glicerina Bruta
Ureia Ureia Nitrogénio  Glicose Glicose Producéo de leite
Variaveis sanguinea  urindria ureico leite sanguinea urinaria
Ureia sanguinea i ) } ; . -
Ureia urinaria 0.9357 i i i i )
Nitrogénio ureico leite 0.9306 0.7416 ) } . -
Glicose sanguinea o gsg6 09807  -0.5960 - - -
Glicose urinaria -1.0000  -0.9357  -0.9306  0.8486 - -
Producgodeleite  oog60  -0.8665  -0.9775 07521 09869 .

Sobras 0.2981 0.6157 -0.0719 -0.7580 -0.2981 -0.1403
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3.1 COMPOSICAO E PRODUTIVIDADE DO LEITE DE VACAS DA RACA
HOLANDESA EM PASTEJO COM AZEVEM E INCLUSAO DE GLICERINA BRUTA A
DIETA

3.1.1 Resumo
Com o objetivo de avaliar o efeito da incluséo de glicerina bruta na dieta, de vacas em

lactacdo, sobre a composicdo e producdo de leite, conforme o periodo de lactacdo, um
experimento foi conduzido com dezoito vacas da raca holandesa, divididas entre os
tratamentos: 1) Dieta basal sem adicdo de glicerina bruta, 2) Dieta com adi¢do de 10% de
glicerina bruta na Matéria Seca. O periodo experimental teve duracdo de 56 dias, dividido em
quatro periodos de 14 dias, sendo o primeiro apenas para padronizagdo da dieta.
Posteriormente, uma sequéncia de trés periodos, de 14 dias cada um, em reversdao simples.
Amostras de leite individuais foram coletadas para fins de anélise do percentual de Gordura,
Proteina, Lactose, Sélidos Totais e Contagem de Células Somaticas (Céls mL™), bem como
avaliou-se a producéo de leite (litros dia™ e corrigida para 4% de gordura). Amostras da dieta
dos animais foram encaminhadas para analises bromatoldgicas. Os dados foram compilados e
avaliou-se o efeito da adicéo de glicerina bruta sobre a composi¢éo do leite e producgéo sobre
as variaveis e a inter-relacdo com o tratamento. Conclui-se que a adicdo de glicerina bruta na
dieta ndo apresentou efeito significativo sobre a producdo e composi¢édo do leite de vacas da
raca holandesa.

Palavras-chave: Azevém, Bovinos, Glicerol, Nutri¢do.

3.1.2 Introducéo

O incremento da producéo de leite em volume e composicdo é dependente da utilizacdo
de forragens de excelente valor nutritivo (Ribeiro Filho et al., 2009). Neste contexto, o
azevém-anual (Lolium multiflorum Lam.), forragem de elevado teor proteico, tem sido
amplamente utilizado durante a estacdo fria na Regido Sul do Brasil.

Porém, destaca-se que para vacas em lactacdo é necessario equilibrar a oferta entre
proteina e energia na dieta. Sendo assim, cresceu o interesse pela inclusdo de subprodutos
energéticos na dieta de vacas em lactacdo, visando este equilibrio, utilizando fontes
alternativas de baixo custo, principalmente quando submetemos os animais ao pastejo em

gramineas como azevém, o que é visto comumente no sul do Brasil.
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Dentro deste contexto destaca-se um subproduto da industria de Biodiesel, denominado
glicerina bruta, que possui baixo custo e tem elevado valor energético para ruminantes, pois o
principal componente da mesma é o glicerol, o qual os ruminantes tém a capacidade de
utilizar como precursor gliconeogénico (Chung et al., 2007). Atualmente, h& disponibilidade
de glicerina bruta no mercado devido ao aumento da producdo de Biodiesel das industrias
brasileiras (Brasil, 2016). A utilizacdo de glicerina bruta na alimentacdo animal est4 permitida
no Brasil desde 2010. Contudo, as pesquisas com glicerina para vacas leiteiras focaram,
inicialmente, na sua utilizagdo estratégica como forma de prevencdo de disturbios metabolicos
associados ao periodo de transi¢cdo, com bons resultados e pouco avangaram com animais em
pastejo.

Segundo Krehbiel (2008) a maior parte do glicerol, contido na glicerina bruta sofre
fermentacdo por microrganismos ruminais, proporcionando elevados niveis de producdo de
acidos graxos volateis no rimen, principalmente propionato e butirato, que serdo por sua vez,
metabolizados no figado a oxaloacetato, por meio do ciclo de Krebs, podendo ser utilizado
para formar glicose pela via gliconeogénica. Uma pequena quantidade do glicerol apenas é
absorvida diretamente pela parede do rimen, neste caso o glicerol é metabolizado no figado e
direcionado para a gliconeogénese pela acdo da enzima glicerol quinase, que o converte em
glicose (Boyd et al., 2009).

Devido a este aumento no aporte energético de producdo de glicose, a inclusdo de
glicerina bruta apresenta também potencial de alterar a composicao do leite, uma vez que a
glicose chega a células secretoras de leite na glandula mamaria a maioria (60-70%) é usada na
sintese de lactose, e o restante estimula a sintese de proteina, ou pode ser utilizada como fonte
de glicerol para formag&o de gordura e como percursora na sintese de gordura. A secrecdo de
lactose no lumen alveolar causa a entrada de agua, exercendo importante controle no volume
de leite.

Estudos mostraram que a utilizacdo da glicerina também causa diminuicdo na atividade
celulolitica no ramen, segundo Roger et al. (1992) e Paggi et al. (2004), por meio da inibicdo
do crescimento de microrganismos, como Ruminoccocus flavefaciens e Fibrobacter
succinogenes. Essa inibicdo pode ocorrer devido a queda do pH (Rémond et al., 1993).
Ramos & Kerley (2012), também encontraram reducdo linear no pH ruminal quando
promoveram a substituicdo do milho pela glicerina bruta na dieta de bovinos em teores de 0%
a 20% na MS. Esta reducdo no pH ruminal, acarreta em acidose metabdlica, com potencial de

inversdo do perfil de gordura e proteina no leite (Berchielli et al., 2006), o que precisa ser
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esclarecido em relacdo a animais em pastejo com incluséo de glicerina bruta se ocorre
também.

Diante do exposto e devido a escassez de dados que revelem o efeito da inclusdo de
glicerina bruta a dieta de vacas sobre a composicdo e produtividade de leite, objetivou-se
avaliar o efeito da inclusdo de 10% de glicerina bruta na matéria seca da dieta total, de vacas

em lactacdo, em pastejo em azevém.

3.1.3 Material e Métodos

O ensaio experimental foi conduzido no Instituto Regional de Desenvolvimento Rural
(IRDeR) da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul (UNIJUI),
localizado no municipio de Augusto Pestana no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, no
periodo de julho a agosto de 2015.

O protocolo de pesquisa (n.09/2014, parecer: 019/2014) seguiu as diretrizes
recomendadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Regional do
Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul. Dezoito vacas da raca holandesa em lactagdo (600
+ 50 kg de peso corporal (PC), Dias em lactacdo (DEL) > 60 dias) foram divididas entre os
tratamentos: 1) Dieta basal sem adicdo de glicerina bruta, 2) Dieta com adi¢do de 10% de
glicerina bruta na Matéria Seca (MS) total da dieta. O periodo experimental teve duracdo de
56 dias, dividido em quatro periodos de 14 dias, sendo que, no primeiro periodo experimental
todas as vacas receberam a mesma dieta para padronizacdo (denominado periodo de
adaptacdo). Posteriormente, foi atribuido aleatoriamente as vacas em pares, por DEL (de 60 a
120 dias, 121 a 200 dias e 201 a 320 dias) e producéo de leite similar, em uma sequéncia de
trés periodos (1, 2 e 3), em reversdo simples (Cross-over).

No inicio do periodo de adaptacdo todos os animais foram avaliados, sendo que apenas
animais sadios ao exame clinico e ginecoldgico foram incluidos no experimento.

As vacas foram mantidas em pastagem de Azevém (Lolium multiflorum Lam.), cultivar
Bar HQ®, tetraploide, sob pastejo rotacionado, em um Unico rebanho na area experimental,
manejadas de forma a proporcionar uma oferta minima de matéria seca de 25 kg/animal/dia.
A éarea total de pastagem (20 ha) foi dividida em 11 piquetes com tamanho médio de 1,8 ha.
Os animais permaneciam em média dois dias e duas noites em cada piquete, cada piquete
ficava em descanso em média 20 dias. Em relacéo a adubag&do na base foram aplicados 200 kg
ha™ (5-20-20) 40 kg de P205 e K20 e 77,5 kg de N, parcelados em 4 aplicagdes, sendo 10 kg
ha™ na base e os demais divididos em 3 aplicagdes e em cobertura 150 kg ha™ de ureia, em

trés aplicaces, distribuidas ao longo do periodo experimental.
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As vacas de cada tratamento foram submetidas as mesmas condi¢des de manejo e
alimentacdo, pastejo em azevém no intervalo entre ordenhas e oferta de concentrado
(conforme producéo de leite) mais a oferta de 10 kg de silagem de milho por dia, diferindo
apenas entre os tratamentos a inclusdo de 10 % ou ndo de glicerina bruta. Todos os animais
foram pesados, em balanca, no inicio de cada periodo experimental, para determinar o
consumo de glicerina bruta diaria, com base em 3% de consumo de matéria seca mediante o
Peso Vivo.

O concentrado utilizado foi comercial peletizado com 17% de proteina bruta, que
detinha na sua composic¢do béasica farelo de soja, como fonte proteica, milho moido e farelo de
arroz como fonte de alimentos energéticos. A quantidade de concentrado fornecido para cada
animal foi alterada sempre que necessario e seguiu, como critério préatico, o fornecimento de
1kg de concentrado para cada 5 litros de leite produzidos por vaca dia™. Os animais foram
ordenhados mecanicamente duas vezes ao dia, as 7hs e 17hs, e receberam o alimento
concentrado em canzis individuais, com cochos separados, logo apds a ordenha no periodo da
manhd e antes da ordenha no periodo da tarde. Durante o tempo restante, os animais
permaneceram nas areas de pastagens, com livre acesso a agua potavel.

A glicerina bruta utilizada se apresentava liquida, de textura oleosa e coloracdo amarelo
escura, produzida com matéria prima de 100% de soja, com 80% de teor de glicerol minimo,
12% de &gua, 2% de metanol, 3% de cinzas, 2% de matéria organica e 1% de cloreto de sddio,
comercializada pela empresa Trés Tentos Agroindustrial S/A de ljui, Rio Grande do Sul,
Brasil.

As coletas de amostra da forragem foram coletadas por simulagéo de pastejo na entrada
de cada piquete durante o experimento, sendo realizada posteriormente uma amostra
composta para cada periodo. As amostras foram mantidas congeladas até serem encaminhadas
ao laboratdrio para analise. Amostras da silagem de milho e do concentrado foram coletadas a
cada periodo também. Nas amostras dos alimentos foram avaliados os teores de matéria seca,
matéria mineral, matéria organica, proteina bruta, fibra em detergente neutro, fibra em
detergente acido, extrato etéreo e fibra bruta de todos os componentes da dieta. Estas analises
foram realizadas no Laboratorio de Bromatologia da Universidade do Noroeste do Estado do
Rio Grande do Sul (UNIJUI), Tabela 1. A analise da dieta referente a cada periodo
experimento com e sem glicerina bruta encontra-se detalhada na Tabela 2.

O material verde foi seco em estufa com circulacdo forcada de ar (55°C) até peso
constante, moido (peneira de um mm) e armazenado para posterior analise. Os teores de

matéria seca (MS) das amostras de alimentos foram determinados por secagem em estufa a
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105°C até peso constante. O contetdo de cinzas foi determinado por combustdo a 600°C
durante 4 horas e a matéria organica (MO) por diferenca de massa. O nitrogénio total (N) das
amostras de alimentos foi determinado pelo método Kjeldahl (METODO 984.13; AOAC,
1997) e determinada proteina bruta e fibra bruta. A anélise de fibra em detergente neutro
(FDN) foi baseada nos procedimentos descritos por Mertens (2002) com uso de a-amilase
termoestavel, exceto que as amostras foram pesadas dentro de sacos filtro de poliéster
(porosidade de 16 pum) e tratadas com detergente neutro em autoclave a 110°C por 40 minutos
(Senger et al., 2008). As concentracBes de fibra em detergente acido (FDA) em detergente
acido (LDA) foram analisadas de acordo com o Método 973.18 da AOAC (1997), exceto que
as amostras foram pesadas dentro de sacos filtro de poliéster (porosidade de 16 um) e tratadas
com detergente acido em autoclave a 110°C por 40 minutos (Senger et al., 2008). Os teores
de extrato etéreo (EE) foram obtidos por extragdo com éter etilico em um sistema de refluxo a
180°C durante 2 horas. Apos a alimentagdo no canzil as sobras de alimentos no cocho foram
pesadas e os dados compilados, formando uma média de sobras ao final de cada periodo, por
animal.

Dois dias ao final de cada periodo experimental, uma aliquota (aproximadamente 40
mL) de leite de cada animal de ambas as ordenhas (manhd e tarde) foi coletada e
acondicionada em frasco contendo conservante Bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol).
Os frascos com as amostras foram identificados com o ndmero do animal e enviados ao
Laboratorio da Universidade de Passo Fundo (UPF) Servico de Anélise de Rebanhos Leiteiros
(SARLE), para fins de analise do percentual de Gordura, Proteina, Lactose, Sélidos Totais e
Contagem de Células Sométicas (Céls mL™). Sendo que a composicao do leite foi analisada
pelo método infravermelho e a contagem de células somaticas por citometria de fluxo.

A producdo de leite (litros dia™) foi analisada nos Gltimos seis dias de cada periodo
experimental, através da mensuracdo da producdo das ordenhas da manhd e tarde, mediante
pesagens do leite atraves de sistema semi automatizado de ordenha, ap6s foi realizada uma
média de producdo por periodo experimental por animal. A produgdo de leite também foi
analisada sendo corrigida para producdo de 4% de gordura, conforme a férmula: [(0,4) X
(producao de leite) + 15 (producéo de leite x % gordura/100)] (NRC, 2001).

As varidveis expressas como porcentagens (gordura, proteina, lactose e sélidos totais)
foram transformadas pela aplicagdo do arcoseno da raiz quadrada de seus valores percentuais
e posteriormente analisadas (Markus, 1973). Os valores de contagem de células somaticas
foram transformados pela aplicacdo do logaritmo base 10 e posteriormente analisados (Ng-

Kwai-Hang et al., 1982). Embora a analise estatistica tenha sido feita com os valores
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transformados, os seus valores originais sdo apresentados nas tabelas que seguem, para
facilitar a interpretacéo.

Os resultados referentes as variaveis da composicdo e producdo de leite foram
analisados utilizando o procedimento MIXED do SAS 9.2 (SAS Inst. Inc., Cary, NC). A
inclusdo de glicerina bruta foi considerada como efeito fixo e o bloco como efeito aleatério
(blogueando dias em lactacdo). Os resultados de cada animal foram incorporados a média dos
grupos (tratado ou ndo). Os dados foram submetidos a analise de variancia e o efeito de
tratamento foi avaliado pelo teste de Tukey para dados pareados, os contrastes foram
considerados significativos quando o valor de P foi <0.05 e tendéncia para P<0.10.

3.1.4 Resultados e Discussao

Ao avaliar a composicdo do leite, conforme o periodo de lactacdo, verificou-se aumento
significativo da gordura (P= 0.0024), da proteina (P=0.0242), dos sélidos totais (P=0.0164) e
da contagem de células somaticas (P=0.0017) proporcional ao aumento dos dias em lactacéo.
J& a producédo em litros (P=0.0001) e a producéo corrigida para 4% de gordura (P=0.0008) do
leite teve efeito significativo com maiores valores no inicio da lactagdo, Tabela 3.

Dentre os componentes do leite, o teor de gordura é o que pode variar mais facilmente
em fungdo da alimentacdo, de modo geral, diminuindo com o aumento no volume de
producéo, o que foi verificado neste estudo. Enquanto a gordura pode variar de 2 a 3 unidades
percentuais, o teor de proteina do leite tem amplitude de variacdo bem menor, oscilando de
0,3 a 0,4% (Wittwer, 2000). Sendo que neste caso, observou-se desta mesma forma, conforme
dados apresentados na Tabela 3.

A diferenca significativa observada nos solidos totais nos diferentes dias de lactag&o,
era esperada, visto o efeito sobre a gordura e proteina do leite encontrado. Alteracdes no teor
de gordura podem informar sobre a fermentacdo no rumen, as condi¢Ges de saude da vaca e
funcionamento do manejo alimentar. De acordo com o NRC (2001), numa situa¢do anormal
de fermentacdo, em decorréncia de excesso de acidos poli-insaturados na dieta, diminui certas
atividades enzimaéticas no Ubere, com prejuizo na sintese de &cidos graxos com menos de 16
carbonos, tendo o acido acético como principal precursor, e, em consequéncia, reduz o teor de
gordura do leite.

O teor de lactose no leite ndo sofreu influéncia do periodo da lactacdo (P=0.3611,
Tabela 3), o0 que era previsivel, pois a lactose € o componente do leite que menos sofre
alteracdo, tendo em vista seu importante papel osmatico no leite (Fonseca & Santos, 2000).
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O aumento linear na producéo de leite foi coerente com a reducdo dos dias em lactacéo,
Tabela 3. Os dias em lactacdo ndo afetaram a producéo de lactose mas houve influéncia dos
dias em lactacdo sobre a contagem das células somaticas do leite, que aumentaram com o
aumento dos dias em lactacdo. Esses resultados eram previsiveis, visto que ao final da
lactacdo, verifica-se um acréscimo na CCS, devido a uma maior descamagdo natural do
epitélio da glandula mamaria (Monardes, 1994).

O aumento da proteina do leite concomitante ao aumento de células somaéticas
verificado neste estudo também foi observado por Carvalho et al. (2002). Esse aumento €
decorrente ndo sé da proteina celular, mas também da mudanca na permeabilidade da
membrana alveolar maméria, levando a aumento do influxo de lactalbumina e
imunoglobulinas para o interior da glandula (Pereira et al., 1999). Concomitantemente ao
aumento das proteinas sericas do leite, ocorre a diminui¢do na caseina, pela sua degradacao
por proteases bacterianas e leucocitarias e pela diminuicdo de sua sintese, 0 que constitui
efeito indesejavel (Fonseca & Santos, 2000). Ribas et al. (2003) observaram que a proteina
lactea comporta-se de modo inverso a producdo de leite ao longo da lacta¢do, ocorrendo
elevacdo gradual até o final da lactacdo, corroborando os dados deste trabalho.

J4 a maior producdo de leite em litros dia™ e corrigida para 4% de gordura ocorreu no
inicio da lactacdo, Tabela 3. A diminuicdo da producdo ao final da lactagdo coincide com o
aumento de células somaticas o que indica que vacas com processos inflamatdrios mamarios
sofrem reducdo significativa na producao, coincidindo com os dados reportados por Carvalho
et al. (2002).

Em relagdo a inclusdo de glicerina bruta na dieta, os ruminantes tem a capacidade de
utilizar o glicerol, principal componente da glicerina, como precursor gliconeogénico (Chung
et al., 2007) para a manutencdo dos niveis plasmaticos de glicose, pois grande parte do
glicerol, contido na dieta sofre fermentacdo por microrganismos ruminais, proporcionando
elevados niveis de producdo de &cidos graxos volateis no rimen, principalmente propionato e
butirato, que seréo utilizados como principais fontes de energia pelo animal (Boyd et al.
2009). Quando absorvido diretamente pela parede do ramen, o glicerol é metabolizado no
figado e direcionado para a gliconeogénese pela acdo da enzima glicerol quinase, que o
converte em glicose. Parte do glicerol pode ser fermentado, a propionato, no rimen, que, por
sua vez, é metabolizado a oxaloacetato, por meio do ciclo de Krebs, no figado, e pode ser
utilizado para formar glicose pela via gliconeogénica (Krehbiel, 2008).

Apesar de apresentar este papel, neste estudo a inclusdo de 10% de glicerina bruta na

dieta ndo ocasionou efeito significativo para nenhuma variavel resposta avaliada em relacéo a
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composi¢do do leite ou & producdo de leite (Tabela 4). Apenas para contagem de células
somaticas verificou-se tendéncia (P=0.0640) a aumentar quando incluida glicerina bruta a
dieta dos animais, porém para esta variavel o coeficiente de variacdo da analise foi elevado, o
que sugere que mais estudos devem ser conduzidos para esclarecer este efeito, Tabela 4.

Estudos realizados por Fisher et al. (1973); DeFrain et al. (2004) e Ogborn (2006)
também ndo verificaram efeitos significativos da inclusdo de glicerina na composicéo do leite
ou na producéo de leite. DeFrain et al. (2004) relataram tendéncias para uma menor producao
de gordura no leite quando incluida glicerina bruta, neste estudo ndo ocorreu esta tendéncia
(Tabela 4).

Donkin et al. (2009), testando os tratamentos 0, 5, 10 e 15% de incluséo de glicerina na
matéria seca das dietas, fornecendo como volumoso a silagem de milho, afirmaram que o
glicerol € um substituto adequado para o grdo de milho em racdes para o gado leiteiro em
lactacdo e que pode ser incluido em ragdes para um nivel de até 15% da matéria seca, sem
efeitos adversos sobre a producéo de leite ou a composicdo do leite. Estas evidéncias estdo de
acordo com o encontrado neste trabalho, em que ndo houve reducdo da producéo de leite ou
alteracdo em sua composi¢do, uma vez que, a inclusdo de glicerol foi semelhante (10% na
MS) apesar de avaliarmos em condicdo de pastejo acrescido a dieta a glicerina bruta. Khalili
et al. (1997); DeFrain et al. (2004); Bodarski et al. (2005) testaram a inclusdo de niveis
menores de 10% na MS de glicerol e também n&o encontraram diferenca significativa sobre a

producédo de leite.

3.1.5 Conclusdes
A adicdo de 10% de glicerina bruta na MS da dieta total nédo afeta a produgdo nem a

composicdo do leite de vacas da raca holandesa, em diferentes periodos de lactacao.
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Tabela 1- Resultados das andlises bromatologicas dos trés periodos experimentais, para

pastagem de azevem, silagem de milho e concentrado.

Alimentos
Periodo Itens Pastagem de Azevém Silagem de Milho Concentrado

MS% 9.24 23.43 83.50
MM% na MS 15.54 4.62 10.83
MQO% na MS 84.46 95.38 89.17

1 PB% na MS 31.81 7.49 17.05
FDN% na MS 50.87 59.98 -
FDA% na MS 43.93 51.84 -
EE% na MS 5.45 4.21 4.16
FB% na MS - - 8.56
MS% 13.70 23.43 83.50
MM% na MS 13.25 4.62 10.83
MQO% na MS 86.75 95.38 89.17

5 PB% na MS 21.95 7.49 17.05
FDN% na MS 58.45 59.98 -
FDA% na MS 38.51 51.84 -
EE% na MS 3.46 4.21 4.16
FB% na MS - - 8.56
MS% 10.27 23.43 83.50
MM% na MS 14.34 4.62 10.83
MO% na MS 85.66 95.38 89.17

3 PB% na MS 28.88 7.49 17.05
FDN% na MS 54.00 59.98 -
FDA% na MS 43.28 51.84 -
EE% na MS 3.83 4.21 4.16
FB% na MS - - 8.56

*MS= matéria seca, MM= matéria mineral, MO-matéria organica, PB=Proteina Bruta, FDN=Fibra em

detergente neutro, FDA= Fibra em detergente acido, EE=Extrato Etéreo, FB= Fibra Bruta.
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Tabela 2- Resultados das andlises para composicdo nutricional da dieta dos periodos
experimentais (% MS).

Periodo Itens — Dieta —
Com Glicerina bruta Sem Glicerina bruta
MS% 18.40 17.00
CNF% na MS 35.70 29.40
CHO Fem.% na MS 43.70 41.70
1 PB% na MS 20.44 22.71
FDN% na MS 18.10 20.50
EE% na MS 4.60 5.10
FS% na MS 8.80 2.10
MS% 24.80 23.00
CNF% na MS 35.70 29.40
CHO Fem.% na MS 45.50 43.70
2 PB% na MS 16.56 18.41
FDN% na MS 19.90 22.60
EE% na MS 3.80 4.20
FS% na MS 8.80 2.10
MS% 20.00 18.50
CNF% na MS 35.70 29.40
CHO Fem.% na MS 44.40 42.50
3 PB% na MS 19.28 21.43
FDN% na MS 18.80 21.30
EE% na MS 4.00 4.40
FS% na MS 8.80 2.10

*MS= matéria seca, CNF= carboidratos ndo fibrosos, CHO Fem.= carboidratos fermentaveis, PB=Proteina
Bruta, FDN=Fibra em detergente neutro, EE=Extrato Etéreo, FB= Fibra Bruta
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Tabela 3- Valores médios de gordura, proteina, lactose, solidos totais, contagem de células

somaticas e producdo de leite, de vacas holandesas, em diferentes periodos da lactacao.

Variaveis p R S A
Gordura (%) 2.72°¢ 3.17° 3.27° 0.0024 15.23
Proteina (%) 3.11°¢ 3.16° 3.35° 0.0242 8.39
Lactose (%0) 4.62° 4572 4.54°% 0.3611 3.91
Sélidos Totais (%) 11.48° 11.94° 12.22° 0.0164 6.25
Contagem de Células Somaticas (céls mL™) 151°¢ 314° 3952 0.0017 30.05
Producéo de leite (litros dia ™) 36° 28° 26°¢ 0.0001 15.62
Producéo de leite (corrigida a 4% gordura) 30° 25° 24°¢ 0.0008 17.26

*Letras diferentes na mesma linha sdo significativas para P<0.05, Test Tukey.
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Tabela 4- Valores médios de gordura, proteina e lactose, contagem de células somaticas e
producdo de leite, em diferentes periodos de lactacdo, de vacas holandesas tratadas com dieta

acrescida ou ndo de 10% de glicerina bruta na Matéria Seca total.

Dias em lactagdo Com Sem Valor de P CcVv
Glicerina Bruta Glicerina Bruta (%)
Gordura (%)
60a120 2.80 2.63
121a200 3.18 3.15
201 a 320 3.21 3.32
Média e Desvio Padréo 3.06" +0.42 3.03* £ 0.60 0.8027 15.23
Proteina (%)
60a120 3.15 3.07
121a200 3.16 3.16
201 a 320 3.39 3.31
Meédia e Desvio Padréo 3.23%+0.29 3.18%+0.27 0.5013 8.39
Lactose (%0)
60 a 120 4.59 4.65
121 a 200 4.57 4.56
201 a 320 4.55 4,52
Meédia e Desvio Padréo 4.57%+0.03 4.58% +0.03 0.8681 3.91
Soélidos Totais (%)
60 a 120 11.56 11.39
121 a 200 11.95 11.92
201 a 320 12.21 12.22
Meédia e Desvio Padréo 11.91% +0.65 11.84%+0.93 0.7564 6.25
Contagem de Células Sométicas (céls mL™)
60 a 120 181 120
121 a 200 404 223
201 a 320 453 336
Média e Desvio Padréo 346°% £ 295 226° +177 0.0640 30.05
Producao de leite (litros dia )
60 a 120 36 36
121 a 200 28 27
201 a 320 27 25
Meédia e Desvio Padréo 30°+6 29°+7 0.6187 15.62
Producdo de leite (corrigida para 4% de gordura)
60 a 120 30 29
121 a 200 25 24
201 a 320 24 23
Meédia e Desvio Padréo 26°+ 8 25°+9 0.7051 17.26

*Letras diferentes na mesma linha séo significativas para P<0.05 e tendéncia para P<0.10, Test Tukey.



4 DISCUSSAO

Estratégias que diminuam os custos de alimentacdo sem interferir negativamente na
producdo sdo constantemente pesquisadas. No sul do Brasil, durante o inverno, é comum a
producdo de ruminantes com nutricdo a base de gramineas de estacdo fria (C3) como o
azevém e suplementacdo de concentrados. Porém, para vacas de alta producdo € necessario
equilibrar a dieta e para isto torna-se necessaria a inclusdo de um aditivo energético a dieta,
sendo gue neste caso estudou-se o efeito da inclusdo de glicerina bruta como fonte de energia.

Uma das hipéteses do trabalho era que a glicerina bruta teria o potencial de aumentar a
oferta de energia e proteina metabolizavel em animais alimentados com pastagem de azevém.
A glicerina bruta serviria de substrato energético (fonte de carbono) para bactérias ruminais,
com potencial de aumentar o seu crescimento e sintese de proteina microbiana ruminal assim,
consequentemente, a glicerina bruta aumentaria a captacdo de aménia, a sintese de proteina
microbiana ruminal e o fluxo de amino&cidos para o intestino delgado, reduzindo a liberagéo
de amobnia para a corrente sanguinea. Dentro do ramen, o glicerol pode seguir duas rotas
metabolicas: absorcdo direta pelo epitélio da parede ruminal (REMOND et al., 1993) ou
transformacdo em &cidos graxos volateis (AGV) pelas bactérias ruminais (CZERKAWSKI e
BRECKENRIDGE, 1972), principalmente o &cido propidnico. Apos chegar ao figado, através
da corrente sanguinea, tanto o glicerol como o propionato sdo transformados em glicose por
gluconeogénese. Por isso, maior aporte de glicose decorrente do consumo de glicerol pode
resultar em melhoria do aporte energético dos animais ou em maior producdo de leite nos
casos em que o potencial produtivo é limitado pela quantidade de energia disponivel para o
animal.

Com base nos resultados, verificou-se, que vacas em lactacdo com a inclusdo de 10% de
glicerina bruta na MS total da dieta, em pastejo de azevém, reduziram a eliminagéo de ureia
via leite e aumentaram os niveis sanguineos de glicose, ndo havendo efeito deletério sobre a
producéo de leite e consumo de alimento dos animais. Segundo Chung et al. (2007) maior
concentracdo de glicose sanguinea foi encontrada quando vacas foram alimentadas com
glicerina seca (65% de glicerol) comparadas aos animais que ndo receberam glicerina. De
acordo com Renno et al. (2000) este efeito de reducdo da excrecdo de ureia € justificado,
considerando que as concentracdes de ureia e N-ureico no leite é um parametro que reflete a
relacdo da proteina e energia da dieta, portanto, & medida que a glicerina foi inclusa na dieta, a
relacdo proteina e energia foi equilibrada, provavelmente, propiciando maior eficiéncia de

utilizacdo do N-amoniacal e, consequentemente, menores teores deste no leite. Shin et al.,
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(2012) reportaram menor quantidade de aménia no rimen de vacas suplementadas com 10%
de inclusdo de glicerina bruta na MS. Donkin et al., (2009) e Shin et al., (2012) relataram
também em seus trabalhos diminuicdo da concentracdo do nitrogénio ureico no sangue de
vacas alimentadas com dietas contendo glicerina bruta.

A adicdo de 10% da glicerina bruta na MS total neste estudo ndo apresentou efeito
significativo deletério sobre a producéo e composicdo do leite, de vacas da raca holandesa, em
diferentes periodos de lactacdo. O aumenta da contagem de células somaticas no leite deve ser
melhor investigado, visto que neste estudo o coeficiente de variacdo para esta variavel foi
muito elevado. Os estudos descritos na literatura ndo revelam efeito deletério sobre a CCS
com a incluséo de glicerina bruta.

Desta forma, recomenda-se a inclusdo de 10% de glicerina bruta na MS da dieta de
vacas em lactacdo, em pastejo de azevém, porém deve-se frequentemente avaliar o nivel de

nitrogénio ureico no leite para adequar o fornecimento.



5 CONCLUSAO

A inclusdo de 10% de glicerina bruta na Materia Seca total da dieta, de vacas em lactacéo,
em pastejo de azevém, diminui o nivel de nitrogénio ureico no leite, decorrente da queda dos
niveis sanguineos em funcdo do incremento da eficiéncia nutricional, pelo seu aporte
energético e potencial em incrementar a glicemia sem interferir no desempenho produtivo e

na composicao do leite.
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