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RESUMO

SANTOS, P. P. dos. Uso de glicerina bruta e farelo de algodédo na alimentacéo de ovinos.
2013. 66 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Sdo Paulo, Piracicaba, 2013.

Os ovinos apresentam grande potencial de aproveitamento de produtos que ndo seriam
empregados na alimentagdo de animais monogastricos. Dentre esses produtos estdo 0s
coprodutos da cadeia do biodiesel. Porém os ruminantes produzem metano durante o processo
digestivo, um dos gases de efeito estufa. O objetivo deste trabalho foi avaliar o farelo de
algodéo e a glicerina bruta na alimentacdo de ovinos em substituicdo ao farelo de soja e do
milho. Neste trabalho foram realizados trés experimentos. O primeiro foi realizado ensaio in
vitro de producéo de gases e de degradabilidade da matéria organica para avaliar dietas com
feno de Tifton (70%) e concentrado (30%) com milho e farelo de soja. As dietas
experimentais foram elaboradas substituindo-se o farelo de soja pelo farelo de algodédo e o
milho por glicerina bruta nos niveis de 25, 50, 75 e 100%, totalizando 25 dietas. Como
resultado, foi encontrada reducdo na producdo de gases com 0 aumento na proporgéo de farelo
de algodao, além do aumento na producdo de gases até 75% de glicerina bruta, sendo que
acima deste nivel houve redugdo na producdo de gases. Para a degradabilidade das dietas,
houve aumento com a substituicdo de até 50% de farelo de algoddo. Quanto a producdo de
metano, houve aumento de acordo com o aumento nos niveis de glicerina, ndo sendo
influenciada pela presenca de farelo de algoddo. Com os resultados deste primeiro
experimento, foram selecionadas dez dietas que apresentaram maiores valores de
degradabilidade e menor producdo de metano, as quais foram utilizadas nos ensaios in vitro
de degradabilidade e digestibilidade p6s ruminal da proteina; bem como a quantificacdo dos
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) produzidos no ensaio de producao de gases. Para 0s
resultados de degradabilidade da proteina foi observado que a adigdo de glicerina bruta
promoveu reducdo, enquanto que para a digestibilidade da proteina pds-rimen, a presenca de
glicerina bruta ndo teve efeito. Para os AGCC se observou aumento na producdo de
propionato e reducdo na de acetato, em relacdo a adicdo de glicerina bruta. Apds os dois
ensaios, foram selecionadas cinco dietas que apresentaram os melhores resultados de
degradabilidade in vitro para estimar a sintese microbiana in vitro. Nao foram observadas
diferencas entre as dietas testadas para sintese microbiana. De acordo com os resultados dos
ensaios in vitro, foram selecionadas duas dietas que apresentaram os melhores resultados para
a digestibilidade da proteina e da matéria orgénica, bem como para a producdo de metano.
Foram realizados dois ensaios, o primeiro com 15 animais e o segundo com 6 animais. Como
resultados foram observados reducé@o na digestibilidade da fibra em detergente neutro e da
proteina bruta para as dietas testadas. Quanto a concentracdo de AGCC in vivo, houve
reducdo na concentracdo de acetato e aumento na de propionato. A producdo de metano in
vivo foi menor nos animais que receberam as dietas testadas. Como conclusao pode-se afirmar
que tanto o farelo de algoddo como a glicerina bruta podem substituir os ingredientes
tradicionais farelo de soja e milho na dieta para ruminantes.

Palavras-chave: Biodiesel. Co-produto. Digestibilidade. Metano.
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ABSTRACT

SANTOS, P. P. dos. Use of crude glycerin and cottonseed meal in diets for sheep. 2013.
66 p. Thesis (Doctoral) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 2013.

Sheep have great potential for using products that usually would not be used in feeding of
monogastric animals. Among these products are the byproducts of the biodiesel chain.
However ruminants produce methane during the digestive process, one of the greenhouse
gases. The aim of this study was to evaluate the cottonseed meal and crude glycerin in diets
for sheep to replace soybean meal and corn respectively. This work was carried out in three
experiments. The first trial was an in vitro gas production and organic matter degradability
assay for evaluating diets with 70% Tifton hay and 30% concentrate (soybean meal and corn).
The experimental diets were formulated by replacing soybean meal by cottonseed meal and
corn by crude glycerin at levels of 25, 50, 75 and 100%, totaling 25 diets. As results, it was
observed a decreased in the gas production with the increase in the proportion of cottonseed
meal, and it was also observed an increase when crude glycerin was increased up to 75%, and
above this level, there was a reduction in the gases production. For degradability, it was
increased with the replacement of up to 50% of cottonseed meal. Methane production was
increased in accordance with increasing levels of glycerin, and it was not influenced by the
presence of cottonseed meal. After this experiment, it was selected ten diets which showed
higher degradability and lower methane production, and then they were used for in vitro
degradability and post ruminal digestibility of protein tests, as well as the quantification of
short-chain fatty acids (SCFA) produced during the gas test. The result of degradability of the
protein was observed that the addition of crude glycerin caused a reduction in degradability of
the diets; as for the digestibility of protein post-rumen, the presence of crude glycerin did not
affect digestibility, whereas the highest values were observed in the diets which had lower
degradability. SCFA quantification showed an increase in propionate production and
decreased in acetate production as reflecting the addition of crude glycerin. After the two
tests, it was selected five diets in order to evaluate its potential for in vitro microbial
synthesis; with no differences observed among the tested diets. According to the results from
the in vitro assays, it was selected two diets which showed best results for digestibility of
protein and organic matter as well as methane production. These two diets were used to
conduct an in vivo digestibility trial and quantification of enteric methane production. Two
experiments were conducted, the first with 15 animals and the second with 6 animals. As
results, it was observed reduction in neutral detergent fiber and crude protein digestibility for
the tested diets. As for the concentration of SCFA in vivo, reduction in the acetate
concentration with increase in propionate concentrations was observed. For methane
production in vivo, there was a reduction in methane production by animals fed the tested
diets. As a conclusion, it can be stated that both the cottonseed meal and crude glycerin can
replace the traditional ingredients soybean meal and corn in diets for ruminants

Keywords: Biodiesel. By-product. Digestibility. Methane.
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1. INTRODUCAO GERAL

A instabilidade nos pregos do petroleo, aliada as politicas globais para controlar a
concentracdo dos gases causadores do efeito estufa na atmosfera, vém desencadeando uma
série de mudancas em diversas atividades, como agropecudaria e transporte. A producdo de
combustivel, por exemplo, volta-se hoje para a substituicdo progressiva de matérias-primas

fésseis por renovaveis, principalmente a biomassa (ABDALLA et al., 2008).

A bioenergia tem desempenhado papel importante na busca por fontes viaveis de
combustiveis para substituir os derivados de petroleo, e na reducdo, em longo prazo, de
emissdes de dioxido de carbono para a atmosfera. A denominacdo bioenergia se refere a
energia renovavel proveniente de fontes bioldgicas que podem ser usadas para gerar calor,
eletricidade e combustivel. Em termos da moderna bioenergia, etanol, biodiesel e biogas sdo
os trés produtos majoritarios (YUAN et al., 2008). Especialistas apontam a presente década
como a da biomassa/bioenergia, criando-se um novo modelo de agricultura, ndo alimentar,
responsavel pela producdo de materias-primas energeticas renovaveis, com potencial para

substituir gradativamente o uso do petroleo (PEREIRA et al., 2008).

Com o crescimento no uso de biodiesel nos Gltimos anos, a producdo de coprodutos
desta agroindustria vem aumentando, podendo a maioria ser utilizada na alimentacdo de
ruminantes, visando reduzir os custos de producdo. Essa alternativa tende a viabilizar o
sistema de producdo para pequenos e médios produtores, além de reduzir os problemas
causados pela deposicéo desses residuos no ambiente (MELLO et al., 2008).

Os ruminantes possuem o0 maior potencial para o aproveitamento de coprodutos
agroindustriais devido as caracteristicas peculiares de seu aparelho digestério e a simbiose
com microrganismos do rumen, fazendo com que estes alimentos sejam transformados em

nutrientes que podem ser aproveitados pelo animal (VAN CLEEF, 2008).

Entretanto, ruminantes produzem metano durante o processo de degradacdo do
alimento no ramen, sendo este um dos gases responsaveis pelo efeito estufa. A fermentacéo
entérica de ruminantes (bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos) produz em média 80 milhdes
de toneladas de metano por ano, que equivale a 22% da emissdo antropogénica global
(USEPA, 2000). As principais fontes de emisséo de gases de efeito estufa (GEE) do Brasil,
estdo concentradas em dois setores: o primeiro, uso do solo, mudanca desse uso e das

florestas, que contribuem com 55%; o segundo é a agropecuaria, responsavel por outros 25%
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da emissdo total (BRASIL, 2004). Grande parte dessa remessa é creditada a pecuaria, por
expelir CHy, e por emitir N,O, decorrente da deposicdo de dejetos dos animais, que
compreendem 68% e 43% das emissdes totais desses gases no pais (BERCHIELLI et al.,
2012).

Os ruminantes representam uma das poucas fontes produtoras de CH,4 que podem ser
manipuladas, pois a produgdo de metano por bovinos é proveniente da fermentacdo ruminal,
que esta relacionada ao tipo de animal, ao consumo e a digestibilidade do alimento (RIVERA
et al., 2010). Assim é possivel reduzir a producao desse gas pela modificacdo da fermentacéo
ruminal, obtida por alteragdo do volumoso, do tipo e da quantidade de carboidrato
suplementado a dieta, pela adi¢do de lipideos e pela manipulagdo da microbiota ruminal com
aditivos alimentares (MOHAMMED et al., 2004; SHIBATA; TERADA, 2010). Para Abdalla
et al. (2008), a utilizacdo dos coprodutos da producéo de biodiesel na alimentacdo animal tem
o0 potencial de aumentar a produtividade e reduzir a emissdo de metano pelos animais, devido
principalmente & presenca de compostos bioativos nestes coprodutos, promovendo assim a

manipulacdo da microbiota ruminal.

Portanto, este trabalho tem como objetivo inicial avaliar o farelo de algodédo
proveniente da extracdo de Oleo em substituicdo ao farelo de soja como fonte proteica e
glicerina bruta em substituicdo ao milho em grdo como fonte energética na alimentacdo de

ovinos, visando reducdo da produgdo de metano entérico e redugdo de custos de producao.

Os resultados sdo apresentados na forma de capitulos. No primeiro capitulo é
apresentada uma revisdo de literatura sobre biodiesel e seus coprodutos farelo de algoddo e
glicerina bruta. No segundo capitulo refere-se & avaliacdo dos melhores niveis de farelo de
algodao e de glicerina bruta a ser empregado na alimentagdo de ruminantes através de ensaio
de producdo de gases in vitro. No capitulo trés estdo descritos os ensaios de determinacdo de
digestibilidade de proteina p6s ruminal, sintese microbiana in vitro utilizando o **P como
marcador e a quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta realizado com as dietas que
apresentaram os melhores resultados no ensaio in vitro. No quarto capitulo refere-se ao ensaio
de digestibilidade da substituicdo do farelo de soja por farelo de algoddo e do milho por
glicerina bruta para ovinos, bem como a producdo de metano entérico. Finalizando, sdo

apresentadas as consideracdes finais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1  Producdes de Metano

A agricultura e a pecuéria contribuem para as emissdes antropicas de metano (CHy),
dioxido de carbono (CO,) e 6xido nitroso (N,O) a atmosfera. A agricultura é responsavel por
aproximadamente 15% das emissdes antropogénicas de CO,, 49% de CH, e 66% de N,O
(PRIMAVESI et al., 2007). As maiores fontes de emissdo de CH,4 considerando as atividades
agricolas séo representadas pela fermentacdo entérica em ruminantes, producdo de arroz em
terrenos alagados e fermentagdo de dejetos da pecuaria. O metano é o segundo contribuinte

para o0 aquecimento da Terra, logo ap6s do CO, (IPCC, 2001).

Os paises mais desenvolvidos tém sido apontados como 0s principais responsaveis
pela situacdo atual da atmosfera do planeta. No entanto, as estimativas realizadas nos paises
em desenvolvimento, localizados na regido tropical, também os classificam como importantes
emissores de gases de efeito estufa, uma vez que as condi¢Bes climéaticas dessa regido
aumentam em muito o potencial de emissdo de gases como o CH4; (COTTON; PIELKE,
1995).

Segundo Cotton e Pielke (1995), o CH,, além de ser caracterizado como importante
gés de efeito estufa, tem relagdo direta com a eficiéncia da fermentacdo ruminal em virtude da
perda de carbono e, consequentemente, perda de energia, determinando menor desempenho
animal. A producdo de CH,4 ocorre durante a fermentacdo dos carboidratos do material vegetal
ingerido, processo anaerobico efetuado pela populacdo microbiana ruminal, que converte 0s
carboidratos em &cidos graxos de cadeia curta, principalmente os acidos acético, butirico e
propidnico. Nesse processo digestivo, parte do carbono é concomitantemente transformada
em CHse em CO;, (PRIMAVESI et al., 2004).

Estudos revelaram que a emisséo de CH, proveniente da fermentacao ruminal depende
principalmente do tipo de animal, nivel de consumo de alimentos, tipo de carboidratos
presentes na dieta, sendo que carboidratos fibrosos aumentam a producdo de H*, e
consequentemente a producdo de CHy; processamento da forragem; adicdo de lipideos a dieta;
suprimento de minerais; manipulacdo dos microrganismos ruminais, e da digestibilidade dos
alimentos (PEDREIRA et al., 2005).
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Baseado em aspectos de protecdo mercadoldgica, o Brasil, por ser detentor do maior
rebanho comercial de bovinos do mundo e por utilizar forrageiras tropicais como base da
alimentacdo destes animais, tem sido apontado como importante produtor de CH,, fato que
pode ser utilizado como embargo aos produtos da pecuéria destinados a exportacdo
(PEDREIRA et al., 2005).

2.2  Subprodutos do biodiesel

No sistema de producéo animal, a alimentacao representa o item de maior custo, sendo
que esta diretamente relacionado com a oferta de alimento de determinada regido, tornando-
se, portanto, fator determinante para a viabilizacdo do sistema produtivo. Assim, faz-se
necessario para o setor, a minimizacdo dos custos por meio da busca de alternativas a
substituicdo de itens da dieta que possam melhorar as margens de lucro da atividade,
apresentando desempenho pelo menos semelhantes aqueles obtidos com itens de uso ja
consagrado (CNA, 2010).

No ambito da producdo de oleaginosas, a utilizacdo dos grdos como fonte de lipideos
para a producdo do biodiesel tem apresentado aumento significativo. Todavia, as
transformacOes relacionadas a producdo dessa fonte agroenergética sdo responsaveis pela
geracdo de coprodutos (LIMA JUNIOR et al., 2011). Os principais coprodutos sdo obtidos
apos a extracdo do Gleo de sementes oleaginosas (tortas e farelos) e ap0s 0 processo de
conversao de triglicerideos em biodiesel por meio de transesterificacdo (glicerina bruta), os
quais em conjunto, representam mais de 50% da massa inicial de sementes utilizada na cadeia
agroindustrial (OLIVEIRA et al., 2010).

O biodiesel pode ser produzido a partir de diversas fontes, das quais se destacam a
soja, 0 algoddo, a mamona, ja bastante cultivadas, e outras como o pinhdo-manso, ainda
pouco conhecido, o dendé, o babagu, a macauba, dentre outras, caracterizando-se assim,
juntamente com o etanol produzido a partir da cana-de-aglcar, como promissora fonte de
combustivel limpo e renovavel (CAMARA; CHIAVEGATO, 2001).
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Abdalla et al. (2008) concluem que, muitas tortas e farelos oriundos da producéo de
biodiesel podem apresentar caracteristicas nutricionais adequadas para inclusdo na dieta de
ruminantes, entretanto cuidados devem ser observados quanto a possiveis efeitos deletérios
devido & presenca de metabolitos bioativos em alguns materiais, recomendando estudo
criterioso para a introdugédo segura destes subprodutos na cadeia produtiva.

2.2.1 Farelo de algodao

A torta ou farelo é o residuo proveniente do processo de extracdo do 6éleo vegetal dos

grdos de oleaginosas, que em geral pode ser por prensagem e/ou extracdo com solvente.

O algodoeiro (Gossypium spp) é cultivado para producdo de fibra e 6leo. Como
coproduto do algoddo, o farelo representa mundialmente a segunda mais importante fonte ou
suplemento proteico disponivel para a alimentacdo animal, ultrapassada apenas pela soja
(GADELHA et al., 2011).

O farelo de algoddo é o produto resultante da extracdo do 6leo do carogo pela
conjugacdo de métodos fisicos e quimicos (LIMA JUNIOR et al., 2011). Em func¢éo do tipo
da extracdo, podem-se obter a torta gorda (5% de Gleo residual), mais energética, proveniente
apenas da prensagem mecanica, porém com menor teor de proteina; e a torta magra ou farelo
(menos de 1% de O6leo residual) oriundo da extracdo por solvente, principalmente hexano,
apos prensagem, a qual apresenta maior concentracdo de proteina. Segundo NRC (2001) este
coproduto tem sido utilizado com o objetivo de reduzir o uso do farelo de soja visando a
obtengédo de condi¢des econdmicas mais vantajosas, muito embora apresente menores teores
de energia e proteina, é caracterizado por apresentar maior teor de proteina ndo degradavel no

ramen.

A utilizacdo do farelo de algoddo na alimentacdo animal pode ser limitada devida a
presenca de um composto presente nas sementes denominado gossipol. O gossipol é um
pigmento fendlico de coloragdo amarelada, produzido por glandulas encontradas nas raizes,
partes aéreas e sementes do algoddo (FORMAN et al., 1991; CHEEKE, 1998; SOTO-
BLANCO, 2008). A funcdo do gossipol para a planta é limitar a predacdo por insetos,
incrementando a sobrevivéncia do vegetal (ABDURAKHIMOV et al., 2009; KONG et al.,
2010; EVANGELISTA et al., 2011).
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Os efeitos toxicos do gossipol sdo maiores para 0S monogastricos, como suinos e aves,
que sdo bastante suscetiveis a toxicidade de gossipol, assim como 0s pré-ruminantes, podendo
reduzir a capacidade carreadora de oxigénio no sangue, resultando em respiracGes curtas e
edemas pulmonares (MORGAN et al., 1988; RISCO et al., 1992; RANDEL et al., 1992;
WILLARD et al., 1995; ZHANG et al., 2007). Portanto, os sinais de intoxica¢do aguda pelo
gossipol em ndo ruminantes e pré-ruminantes sdo semelhantes e incluem dificuldade na
respiracdo, dispnéia, diminuicdo da taxa de crescimento, anorexia, fraqueza, apatia e morte
depois de vérios dias (ROGERS et al., 1975; MORGAN et al., 1988; KERR, 1989;
VELASQUEZ-PEREIRA et al., 1999; FOMBAND; BRYANT, 2004; ZHANG et al., 2007).
Além disto, a ocorréncia de morte subita promovida pelo gossipol foi relatada em bezerros
(HOLMBERG et al., 1988; HUDSON et al., 1988). Achados post-mortem incluem derrames
pleural e abdominal, necrose centrolobular do figado (RISCO et al., 1992), edema
generalizado, congestdo dos pulmdes e do figado e degeneracdo das fibras cardiacas
(RANDEL et al., 1992; ALFORD et al., 1996; ROBINSON et al., 2001).

Os ruminantes adultos apresentam menor sensibilidade ao gossipol por haver ligagéo
desta substancia a proteinas do fluido ruminal (WILLARD et al., 1995). A ingestdo de
gossipol em quantidades superiores a capacidade de detoxificacdo ruminal permite a absorcao
de gossipol livre. Até recentemente considerava-se que 0s ruminantes poderiam inativar mais
gossipol do que seriam capazes de consumir. Como o gossipol altera a coloragéo e a
qualidade do Oleo de sementes de algoddo, os processamentos para a obtencdo do Oleo
procuram manter esta toxina nas sementes. Uma forma de se obter isto é através do
processamento térmico, que faz o gossipol se ligar a aminoacidos constituintes de proteinas
do algoddo, especialmente ao aminoéacido lisina, reduzindo sua disponibilidade (KERR, 1989;
CHEEKE, 1998; SOTO-BLANCO, 2008).

No entanto, métodos modernos de extracdo do 6leo tém aumentado a concentracdo
deste composto fendlico nos subprodutos, a0 mesmo tempo em que as vacas de alta producao
tendem a aumentar a ingestdo de alimentos, e consequentemente a de gossipol. Vacas
intoxicadas apresentam taquipnéia e anemia caracterizada por redugdo na concentracdo de
hemoglobina, aumento na concentracdo de proteinas plasmaticas totais e na fragilidade
eritrocitaria; ocasionalmente ocorrem mortes. Os achados patoldgicos incluem edema
pulmonar e abomasal, presenca de liquido amarelado nas cavidades toréacica e peritoneal,
figado com aspecto denominado “noz-moscada” e fibras cardiacas degeneradas e
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hipertroficas. Vacas da raca Jersey, que sdao as mais sensiveis a intoxicacdo pelo cobre,
apresentam significante aumento nesta sensibilidade quando sdo alimentadas com farelo de
algoddo, provavelmente por causa da lesdo hepatica (KERR, 1989; CHEEKE, 1998; SOTO-
BLANCO, 2008).

O contetdo de gossipol livre nas sementes integras de algoddo é de cerca de 0,5%.
Estes niveis variam de 0,1 a 0,5% quando € feita a extracdo do 6leo por solventes. Ja nos
processos mecanicos de extracdo envolvendo pressdo e tratamento térmico, esta reducao é
para cerca de 0,05%. Ainda, a extragdo por solventes podem produzir farelos com menor
concentracdo de gossipol livre (0,05%) quando se realiza extrusdo ou expansdao antes da
extracdo (CHEEKE, 1998).

O farelo de algodao pode ser utilizado em dietas para ruminantes, em substituicdo ao
farelo de soja, parcial ou totalmente. Ribeiro et al. (2007) mostraram que bovinos alimentados
com farelo de algoddo apresentaram reducdo no ganho de peso, entretanto a fonte proteica
(farelo de soja ou farelo de algoddo) ndo afetou a qualidade da carcaga. Para Pina et al.
(2006), vacas leiteiras de alta producéo (25 Kg de leite/d) podem ser alimentadas com farelo
de algodéo, quando utilizada a silagem de milho como volumoso, na propor¢do de 60% da

dieta.

Alguns autores observaram a reducdo na digestibilidade da matéria seca e da matéria
organica ao se substituir o farelo de soja pelo farelo de algoddo, sendo que Abou Donia
(1989) sugeriu que essa depressdo na digestibilidade, evidenciada principalmente na
digestibilidade da proteina esta relacionada a toxidez promovida pelo gossipol. O gossipol €
combinado com grupamentos amino no trato digestivo e entdo é excretado, eliminando assim
0 gossipol absorvido. Por outro lado, a redugéo na digestibilidade dos nutrientes em cordeiros
alimentados com o farelo de algoddo pode ser devido ao efeito do gossipol nas enzimas

digestivas.

2.2.2 Glicerina Bruta

O coproduto liquido da producao de biodiesel € a glicerina bruta (GB) que consiste da
mistura de glicerina, acidos, ésteres, alcalis e alcoois, que era antigamente denominada

genericamente como “glicerina” ou “glicerol”. Seu grau de pureza é muito baixo, tendo a
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formulagdo tipica de 40 a 90% de glicerina, 8 a 50% de agua, menos de 2% de metanol e 0 a
10% de sais (QUINTELLA et al., 2009).

A glicerina bruta é o subproduto da conversdo de triglicerideos para metil ésteres
durante o processo de transesterifica¢do, tendo como sindnimos glicerina; 1,2,3- propanotriol,
1,2,3- trihidroxipropano e gliceritol. A reacdo de transesterificacdo entre dleo e o alcool
produz aproximadamente 10% de glicerina bruta e 90% de biodiesel. A glicerina bruta é
destilada para ser utilizada em 1500 usos industriais, como na producdo de polimeros
sintéticos, cosméticos, produtos de cuidados pessoais, alimentos, plasticos e resinas, e na
indUstria farmacéutica. Porém, o uso da glicerina como alimento para animais ainda nao esta
estabelecido. A rapida expansdo da industria de biodiesel tem criado um excesso no
fornecimento de glicerina bruta, sendo que esta glicerina poderia ser utilizada na dieta de
ruminantes, reduzindo os custos de alimentacdo. Em 2011, foram gerados 273,4 mil m® de

glicerina bruta como subproduto da producéo de biodiesel (B100), 6,4% a mais que em 2010.

Matéria prima

Preparacdo da matéria prima

Catalizador l

(NaOH ou KOH) S Etanol ou Metanol

Transesterificacdo

|

17 Separagdo das fases —l

Recuperacdo do alcool da Recuperacao do alcool dos
glicerina ésteres

| Cicerinabrua > |

Destilagdo da glicerina bruta

Purificacdo dos ésteres
Glicerina Destilada BIODIESEL

Figura 1 - Descrigéo do processo de producgéo do biodiesel e obtencéo da glicerina bruta



25

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL) autorizou, no ano
de 2010, o uso da glicerina (bruta e loira) como insumo para alimentacédo animal e estabeleceu
um padrdo minimo de qualidade, como: glicerol (minimo de 800 g/kg); umidade (maximo
130 g/kg); metanol (maximo 150 ppm) e sddio e matéria mineral (valores garantidos pelo

fabricante g/kg, podendo variar pelo processo produtivo).

Durante o processo de transesterificagdo do biodiesel, o metanol quando utilizado em
niveis altos ndo é eficientemente reciclado durante o processo, tornando-se residuo do
processo produtivo do biodiesel. Considerando que a fase aquosa deste processo é composta
pela glicerina, a 4gua e 0 metanol, a industria preconiza 0,5% de metanol como sendo o valor

méaximo permitido na glicerina bruta produzida (MENTEN et al., 2009).

De acordo com Dasari (2007) o residuo de metanol tende a ser maior na producdo de
biodiesel em pequena escala, desta forma para que a glicerina bruta possa ser utilizada como
componente na alimentacdo animal, deve-se atentar aos niveis de metanol, pois niveis altos
podem ocasionar intoxicagdo por &cido formico nos animais, o qual é uma substancia toxica

metabolizada no figado dos animais a partir do metanol consumido.

O glicerol é caracterizado como liquido de baixa viscosidade, com pH préximo da
neutralidade, aroma suave e agradavel, e sabor adocicado. Além disso, € higroscopico,
aumentando a capacidade de retencdo de 4gua em dietas com baixa umidade ambiental, por
esse motivo é considerado um &lcool agucar (DONKIN, 2008). O glicerol € um produto rico

em energia, cerca de 4320 Kcal/kg de glicerol puro.

Componente do metabolismo normal dos animais, o glicerol é encontrado na
circulagdo sanguinea e nas células. Este apresenta trés origens distintas, podendo ser a partir
da lipdlise do tecido adiposo, a partir da hidrolise dos triglicerideos das lipoproteinas do

sangue e através da gordura dietética (LIN, 1977).

O glicerol também pode ser absorvido diretamente pelo epitélio ruminal, sendo
convertido em glicose no figado. A enzima glicerol quinase converte glicerol e ATP a
glicerol-3-fosfato e ADP ao nivel de triose fosfato, direcionando o glicerol para a
gliconeogénese (KREHBIEL, 2008). Assim, a glicerina apresenta potencial para aplicacdo

como substrato gliconeogénico para ruminantes. Trabue et al. (2007) sugeriram que 80% do
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glicerol é metabolizado no rimen apds 24 horas, e por ser fermentado principalmente a
propionato, resulta no decréscimo da relacdo acetato:propionato no rimen. Segundo Krehbiel
(2008) alem do aumento na producdo de propionato ha também producdo de butirato no

ramen devido a inclusdo de glicerol na dieta dos ruminantes.

Segundo Lage et al. (2010), o aumento nos teores de glicerina bruta na dieta de
cordeiros terminados em confinamento ocasionou um decréscimo linear no consumo de
matéria seca, expresso em grama por dia e grama por quilograma de peso corporal, este
resultado pode ser atribuido a producdo de propionato a partir do metabolismo do glicerol
incorporado na dieta.

De acordo com Wang et al. (2009) os animais suplementados com niveis de 100, 200 e
300 g/dia de glicerol apresentaram padrdo melhor de fermentacdo ruminal, aumentando a
relacdo propionato: acetato. O estudo de Donkin et al. (2009) cita ser possivel realizar a
substituicdo do milho por glicerol em dietas para vacas leiteiras até o nivel de 15% em relacdo

a matéria seca.

Diversos estudos tém sido realizados para verificar o efeito do uso do glicerol na
alimentacdo de ruminantes. Em meados de 1950, autores citados por Donkin (2008),
evidenciaram o uso de glicerol na alimentagdo de vacas leiteiras para o tratamento de cetose.
Para Donkin (2008), inexistem dados precisos quanto as taxas de fermentacdo do glicerol no
rimen, mesmo com evidéncias positivas em relacdo ao uso de glicerol em dietas para vacas
leiteiras de alta producdo. O autor conclui sobre a necessidade de informacdo precisa para
permitir uma avaliacdo completa sobre o uso do glicerol na alimentacdo de ruminantes e o

impacto resultante na satde e produtividade da vaca.

Remond et al. (1993) observaram aumento significativo na concentracdo de acido
propidnico e butirico e decréscimo significativo na concentracdo de acido acético em vacas

consumindo silagem de milho e suplementadas de glicerina.

Shroder e Sudekum (1999) adicionaram 10% de glicerol na dieta de bovinos,
substituindo mais da metade do amido presente na dieta, e ndo observaram efeitos negativos
sobre o consumo, digestibilidade ruminal, sintese microbiana e digestibilidade no trato

digestivo total.
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Trabue et al. (2007) sugere que o metabolismo ruminal de glicerol é de
aproximadamente 80% apds 24 hs do inicio da alimentacdo, resultando no decréscimo da
relacdo acetato: propionato. Estudos indicam que todo o glicerol ingerido é convertido em

propionato, o que levaria a reducéo desta proporcao.

A glicerina bruta pode afetar negativamente a atividade celulolitica no rdmen,
diminuindo a digestdo da fibra. ReducBes na degradacdo de celulose pelas bactérias
celuloliticas e fungos celuloliticos foram observados in vitro quando os meios continham
0,5% e 5% de glicerina, respectivamente (ROGER et al., 1992), consequentemente, a
glicerina reduz a digestibilidade in vitro de matéria seca, quando se utilizou feno de aveia e
carboximetilcelulose, que é um substrato solivel menos complexo que as forragens (PAGGI
et al., 2004). Da mesma forma, Parsons et al. (2009) observaram a tendéncia (linear, P=0,12)
para reducdo na digestdo aparente de FDN no trato total quando novilhos canulados foram
alimentados com 2 e 4% de glicerina bruta na dieta. De acordo com Krehbiel (2008), as
diferencas na digestibilidade da fibra pode ser atribuida & habilidade dos microorganismos se
adaptarem a glicerina ao longo do tempo, como a absorcéo de glicerina aumenta ao longo do
tempo. Quando se utiliza a glicerina bruta nos niveis de 0, 2 e 4% e ragdes de novilhos
canulados, observou-se o decréscimo das concentracGes de acetato, butirato e valerato com o
aumento no nivel de glicerina, porém a concentracdo de propionato ndo foi alterada nos
diferentes niveis (PARSONS et al., 2009). Além disso, alguns autores observaram que ndo
houve alteracdo na producdo de AGCC quando a glicerina foi adicionada a dietas com alto
teor de concentrado para bovinos (PARSONS et al., 2009; MACH et al, 2009).

Em ruminantes o glicerol pode ser rapidamente convertido em &cido propidnico e
absorvido pela parede ruminal. De Frain et al. (2004) observaram a substituicdo do milho pelo
glicerol resultou em concentracfes de glicose plasmatica similares, sugerindo que glicerol é

um substituto energético em potencial.

O glicerol é absorvido diretamente pelo epitélio ruminal, 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. Assim, a glicerina bruta apresenta potencial de

aplicacdo como substrato gliconeogénico para ruminantes (KREHBIEL, 2008).
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Thompson e He (2006) analisaram a glicerina de média pureza, de dleos vegetais de
duas variedades de mostarda, nabo forrageiro, canola, soja, crambe e de 6leos vegetais usados
(WVO — waste vegetables oils) e observaram que a glicerina de 6leos de primeiro uso poderia
ser aproveitada como energético, misturado a um produto com alta proteina, em suplementos

alimentares para animais.

Pethick et al.(1999) observaram qua a suplementacéo dietética de ovinos com 3,5% de
glicerol e 1,5% de propilenoglicol melhorou a qualidade da carne e dobrou o consumo de

agua dos cordeiros.
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3. DEGRADABILIDADE IN VITRO E PRODUCAO DE GASES DE FARELO DE
ALGODAO E GLICERINA BRUTA

Resumo: Os ruminantes sdo considerados importantes emissores de metano (CH,4), um dos
principais gases de efeito estufa. A producdo de metano esta diretamente relacionada com a
eficiéncia da fermentacdo ruminal em virtude da perda de carbono e, consequentemente,
perda de energia, o que determina o desempenho animal. O objetivo deste trabalho foi avaliar
in vitro a producdo de metano e a degradabilidade da matéria organica (MOVD) a partir da
substituicdo do farelo de soja pelo farelo de algoddo como fonte protéica e do milho pela
glicerina bruta como fonte energética para ruminantes. As dietas experimentais foram
preparadas com a substituicdo do farelo de soja pelo farelo de algoddo nos niveis de 25, 50, 75
e 100% e o milho substituido pela glicerina bruta nos niveis de 25, 50, 75 e 100% da dieta
basal constituida de feno de Tifton (70%) e concentrado a base de milho (18%), farelo de soja
(10%) e mistura mineral (2%). As dietas foram avaliadas quanto a producdo total de gases,
degradabilidade da matéria organica (MOVD) e producdo de metano em ensaio in vitro de
producdo de gases, com os substratos (500 mg de cada dieta) sendo incubados em garrafas de
vidro (160 mL) na presenca de solugéo tampé&o e inoculo ruminal de ovinos. Como resultados
observou-se reducdo na producgéo de gases com o0 aumento na proporcao de farelo de algodao
e também foi observado aumento na producéo de gases quando houve a substituicdo de até
75% do milho por glicerina bruta e acima deste nivel houve reducdo na producdo de gases.
Para a MOVD, houve aumento com a substituicdo de até 50% do farelo de soja por farelo de
algoddo. Quanto a producdo de metano, houve aumento com a introducdo de niveis crescentes
de glicerina, no tendo sido influenciado pela presenca de farelo de algoddo. E concluido que
a utilizacdo destes coprodutos da cadeia do biodiesel na dieta de ruminantes pode ser
realizada sem prejuizos na fermentacdo in vitro e aproveitamento destes alimentos pelos

animais.

Palavras—chave: Ruminantes. Metano. Glicerina.
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Abstract: Ruminants are considered major emitters of methane (CH,4), a major greenhouse
gas. Methane production is directly related to the efficiency of rumen fermentation due to the
loss of carbon and, consequently, loss of energy, which determines the performance animal.
The aim of this study was to evaluate the methane production and in vitro organic matter
degradability (MOVD) from diets with the replacement of soybean meal by cottonseed meal
as protein source and corn by crude glycerin as an energy source for ruminants. The
experimental diets were prepared with the substitution of soybean meal by cottonseed meal at
levels of 25, 50, 75 and 100% and corn substituted for crude glycerin levels of 25, 50, 75 and
100% of the basal diet consisted of Tifton hay (70%) and concentrate based on corn (18%),
soybean meal (10%), and minerals (2%). The diets were evaluated for total gas production,
organic matter degradability and methane production in an in vitro gas production assay, with
the substrates (500 mg of each diet) being incubated in glass bottles (160 mL) in the presence
of buffer solution and ruminal inoculum from sheep. As a result there was a reduction in gas
production with the increase in the proportion of cottonseed meal and also it was observed
increase in gas production when a replacement of up to 75% for corn by crude glycerin; above
this level, there was a reduction in the production of gases. For the degradability of organic
matter, there was an increase according to replacing 50% of soybean meal by cottonseed
meal. As for methane production, there was an increase with the increasing levels of glycerin,
and it was not influenced by the presence of cottonseed meal. It is concluded that the use of
these coproducts from the biodiesel chain in the diet of ruminants can be experienced without

affecting the in vitro fermentation, as well the use by the animals.

Keywords: Ruminants. Methane. Glycerine.
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3.1 Introducéo

Os coprodutos originados na cadeia produtiva do biodiesel no Brasil tém sido
estudados como possiveis ingredientes de dietas para ruminantes. Estudos e técnicas que
caracterizam o metabolismo ruminal destes coprodutos, como a técnica de producdo de gases
in vitro é necessaria para a identificacdo de potenciais coprodutos passiveis de serem
utilizados com eficiéncia na dieta de ruminantes em substituicio a ingredientes

convencionais.

Os ruminantes sdo considerados importantes emissores de metano (CH,4), um dos
principais gases de efeito estufa. A produgdo de metano est4 diretamente relacionada com a
eficiéncia da fermentacdo ruminal em virtude da perda de carbono e, consequentemente,
perda de energia, o que determina o desempenho animal.

Objetivou-se com este trabalho avaliar in vitro a producdo de metano e a
digestibilidade da matéria organica (MOVD) a partir da substituicdo do farelo de soja pelo
farelo de algoddo como fonte protéica e do milho pela glicerina bruta como fonte energética

para ruminantes.

3.2 Material e Métodos

Este estudo foi conduzido no Laboratdrio de Nutricdo Animal, pertencente ao Centro

de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, SP, Brasil.

As amostras de farelo de soja, farelo de algod&o e glicerina bruta oriundos de usinas de

extracao de 6leos foram coletadas e armazenadas sob refrigeracéo e livres de umidade.

As amostras foram secas em estufa (60°C) e moidas em moinho tipo Wiley providos
de peneiras com crivo de 2 mm. Posteriormente as amostras foram analisadas quimicamente
para quantificacdo dos teores de matéria seca, matéria organica, proteina bruta e extrato etéreo
de acordo com AOAC (1995) e fibra em detergente acido e em detergente neutro, segundo

Van Soest et al. (1991), conforme apresentado na tabela 3.1..

As dietas experimentais foram preparadas com a substituicdo do farelo de soja pelo

farelo de algodéo e do milho pela glicerina bruta nos niveis de 25, 50, 75 e 100% da dieta
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basal constituida de feno de Tifton (70%) e concentrado a base de milho (18%), farelo de soja
(10%) e mistura mineral (2%), sendo que a composi¢cdo bromatoldgica das dietas apresentadas
na tabela 3.2.

Tabela 3.1 - Analise Bromatoldgica dos ingredientes da Dieta

Ingredientes (% MS)

Farelo de Farelo de Milho Glicerina Feno

Soja Algodéo Bruta Tifton

Matéria Seca 88,87 92,65 91,15 89,99 91,82
Matéria Mineral 6,76 5,97 1,34 6,02 6,81
Proteina Bruta 46,52 39,86 9,46 2,73 9,36

Fibra em Detergente Neutro 22,30 60,92 69,64 - 81,31
Fibra em Detergente Acido 8,26 32,05 4,25 - 43,03
Extrato Etéreo 2,63 1,09 4,90 2,12 2,75

Tabela 3.2 - Composicao bromatoldgica das dietas utilizadas no experimento in vitro

Composicao (%oMS)

Dietas Matéria  Matéria  Extrato Fibra em Fibraem Proteina
Seca Mineral  Etéreo  Detergente Detergente Bruta
Neutro Acido
0 FA/O GLI 90,9 6,3 3,1 43,3 15,4 12,7
0 FA/25 GLI 89,7 6,5 3,0 43,2 15,4 11,8
0 FA/50 GLI 88,2 72 2,7 45,1 16,3 12,0
0 FA/75 GLI 88,7 6,7 3,4 42,3 16,5 11,2
0 FA/100 GLI 88,2 6,4 4,2 39,3 14,5 11,5
25 FA/0 GLI 91,5 6,6 2,2 71,1 32,6 12,1
25 FA/25 GLI 90,1 72 2,4 67,9 32,6 11,8
25 FA/50 GLI 90,1 59 4,7 65,5 32,6 12,0
25 FA/75 GLI 90,0 58 3,0 63,4 33,5 10,9
25 FA/100 GLI 90,5 6,3 6,8 61,1 32,0 10,4
50 FA/0 GLI 92,0 5,9 2,5 71,0 34,7 12,5
50 FA/25 GLI 90,7 5,9 34 67,6 33,6 11,2
50 FA/50 GLI 90,2 6,7 2,7 65,3 34,4 10,6
50 FA/75 GLI 91,3 6,7 2,3 62,2 33,8 10,8
50 FA/100 GLI 90,3 7,1 2,6 61,8 32,4 10,0
75 FA/0 GLI 91,8 6,7 2,7 73,1 32,2 11,4
75 FA/25 GLI 90,5 6,9 2,9 68,4 315 12,0
75 FA/50 GLI 89,9 6,8 3,5 67,0 31,0 11,4
75 FA/75 GLI 90,5 7,4 2,9 64,6 31,2 10,9
75 FA/100 GLI 91,1 7,4 3,3 61,1 30,6 10,3
100 FA/0 GLI 92,3 6,5 2,5 72,7 32,0 11,4
100 FA/25 GLI 92,2 59 3,4 71,9 32,4 12,2
100 FA/50 GLI 91,2 58 2,9 66,6 31,4 9,9
100 FA/75 GLI 90,6 6,2 2,2 68,2 32,1 10,4

100 FA/100 GLI 90,1 6,1 2,3 62,6 31,2 10,7




39

Para a determinacdo do melhor nivel de glicerina bruta e de farelo de algodao
acrescido a dieta foi realizado ensaio in vitro de producdo de gases, de acordo com Bueno et
al. (2005). Foi utilizado como indculo liquido ruminal de ovinos machos castrados da raga
Santa Inés providos de canula permanente no rumen. O inéculo foi preparado usando as
fracBes liquida e sélida em propor¢es iguais (50:50) do conteddo ruminal. Aproximadamente
0,5 g de amostra de cada substrato (dietas experimentais); 50 mL de solugéo nutritiva
contendo macronutrientes, micronutrientes e tamponantes, mantida sob saturacdo de CO,; e
25 mL de in6culo foram colocados em garrafas de vidro de 160 mL, sendo estas vedadas com
rolhas de borracha, agitadas e mantidas em incubadora a 39°C, por 24 horas.

Durante estas 24 horas, a pressdo dos gases produzidos foi medida com medidor de
pressao (Pressdata 800, LANA/CENA-USP, Piracicaba/SP) a intervalos regulares (1, 2, 4, 6,
12 e 24 horas) e a quantidade de gases produzidos foi estimada através da equacdo: V =
0,0112p? + 7,3358p, onde: V é o volume de gases (ml) e p é a pressdo medida (psi).

Para analise do gas metano (CH,), foram amostrados 1,5 ml dos gases produzidos nas
garrafas com seringas descartaveis e armazenadas em tubo de ensaio de 10 ml para posterior
analise. A concentracdo de gas metano (CH,;) foi determinada em cromatdgrafo a gas
(Shimadzu GC2014) com detector a 240 °C e coluna Shincarbon a 60 °C, usando para a
determinacdo da curva padrdo o gas metano (50%), diluido a fim de se obter concentracGes
finais de 3, 6, 9 e 12% de metano. A producgéo de metano foi determinada de acordo com

Longo et al. (2006) pela equacao:

CHj4 (ml) = (volume total de gases, em ml + “headspace”, 85 ml) * concentracio de

CHy, em ml/mli

Para determinacdo da degradabilidade verdadeira da matéria organica in vitro
(MOVD), cada garrafa foi tratada com 70 mL de solucdo de detergente neutro por 3 h e o
contetdo foi filtrado em cadinhos sinterizados. A extensdo de desaparecimento da matéria
organica apdés a fermentacéo foi obtida pela queima do residuo retido nos cadinhos. O fator de
particao foi determinado através da relacéo entre a MOVD e o volume total de gas produzido,
sendo utilizado como indice de eficiéncia de sintese microbiana.

A anélise estatistica foi realizada através de andlise de superficie, utilizando o
programa STATISTICA 7.0 visando identificar os melhores niveis de inclusdo para cada

coproduto em relacdo a producdo total de gases, MOVD e metano.
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3.3 Resultados e Discussao

Para a variavel producédo de gases liquida observa-se na Figura 1 que houve reducao
na producdo de gases ao se aumentar o nivel de substituicdo do farelo de soja pelo farelo de
algodao, resultado que pode ser devido a menor degradabilidade do farelo de algoddo no
rumen, sendo que este menor valor pode ser compensado pela maior passagem de proteina
para o0 intestino delgado. Outro aspecto que pode ser observado é o efeito quadratico
promovido pelos niveis crescentes de glicerina bruta, pois quando houve a substituicdo do
milho pela glicerina bruta até o nivel de 50%, esta promoveu aumento na producdo de gases,

havendo uma reducédo na producdo de gases a partir do nivel de 75% de substituic&o.

Dados Finais- Producdo de Gases Patricia P. corrigido (E5:AC29) 3v*25¢c
z = 185.9243-0.3051*x+0.2666*y+0.0014*x*x-0.0006*x*y-0.003*y*y

Bl > 190
Bl < 186
Bl < 181
C1<176
0 < 171
Bl < 166
B < 161

LR, DT, AR

= ;
oy,
(»)

Figura 3.1 - Producdo de gases liquida, em mL/g MS, obtida em ensaio in vitro de

producéo de gases e degradabilidade verdadeira da matéria organica.
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Abdalla et al. (2012) ndo observaram diferenca na producédo de gases ao se substituir o
farelo de soja por farelo de algoddo em ensaios in vitro nos mesmos niveis empregados neste
experimento.

Pereira et al. (2008), testando a incluséo de glicerina bruta em diversas concentragoes,
utilizando como substrato feno de capim Marandu, concentrado comercial com 22% de
proteina bruta e a combinacdo de feno de capim Marandu e concentrado comercial,
observaram a reducdo na producdo de gases in vitro ao se aumentar a inclusdo de glicerina
bruta a dieta. Pethick et al. (1999), ao realizar um experimento com produgdo de gases in
vitro, testando com substrato feno de alfafa e silagem de milho com adicdo de glicerol,
propileno glicol e melago, observou que o tratamento com glicerol apresentou menor taxa de
producdo de gases e maior lag time em relacdo aos demais, sendo mais lentamente
metabolizado. Estes resultados corroboram com o presente trabalho, j& que o aumento nos
niveis de glicerina bruta promoveram a redugdo na producao de gases.

Para a variavel degradabilidade verdadeira da matéria organica, observa-se na Figura
3.2 que os maiores valores de digestibilidade foram observados ao se ter a substitui¢do entre
25 e 50% do farelo de soja pelo farelo de algodéao, sendo que houve pequena variacao entre 0s
niveis de glicerina bruta. Esses resultados estdo de acordo com os observados para a producao
de gases, em que os menores valores de producdo de gases foram observados com maiores
niveis de substituicdo. Abdalla et al. (2012) ndo observaram diferencas na DVMO ao se

realizar a substituicdo do farelo de soja por farelo de algoddo em ensaios in vitro.
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Diagrama de superficie 30 de Var3 contra Var1y Var2
Dados Finais- Produciao de Gases Patricia P. corrigido (ES:AB28) 3v*24c
Vard = 591.2871+0.3785"-0.4056%y-0 0065 x+0.0008% "y +0. 0043y ™y

= 600
= B00
= 580
< B0

_ NEN B |

Figura 3.2 - Degradabilidade verdadeira da matéria organica, em g/Kg, obtida em ensaio

in vitro de producéo de gases e degradabilidade verdadeira da matéria organica.

Além disso, observa-se que a glicerina bruta ndo influenciou na digestibilidade da
dieta, resultado que diverge de diversos trabalhos, que observaram que a presenca de glicerina
bruta nas dietas promoveu redugdo na digestibilidade. Ferraro et al. (2009) observaram uma
taxa de degradacdo lenta, ao se utilizar o glicerol em um experimento de produgéo de gases in
vitro.

Ao se avaliar a producdo liquida de metano, observa-se aumento na producdo de
metano a medida que se aumenta os niveis de substituicdo de milho por glicerina bruta, sendo
pouco influenciada pelos niveis de substitui¢do por farelo de algodé&o.
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Diagrama de superficie 3D de Var3 contra Var1 y Var2
Dados Finais- Producio de Gases Patricia P. corrigido (F6:AD30) 3v*25¢
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Figura 3.3 Porcentagem de metano (%), obtida em ensaio in vitro de producdo de gases

e degradabilidade verdadeira da matéria orgénica.

Os resultados observados diferem dos observados em literatura, ja que diversos
autores observaram que a adicdo de glicerina bruta a dieta promoveram a reducdo na
producéo de metano.

Segundo Trabue et al. (2007), o fornecimento de glicerina bruta tende a reduzir a
quantidade de carbono e hidrogénio disponivel para a producdo de metano, pelo aumento da
sintese de propionato, com consequente melhoria na eficiéncia de utilizacdo da energia pelo
animal.

A producdo de metano ruminal é diretamente proporcional a concentragdo de H,
dissolvida. Portanto, deve-se buscar impedir o acesso a estes protons pelos organismos

metanogénicos atraves da otimizacdo de sua utilizacdo (HEGARTY, 1999).
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3.4 Conclusbes

Ao se analisar os resultados deste experimento, se pode concluir que a substituicdo do
farelo de soja pelo farelo de algoddo e do milho pela glicerina pode ser utilizada até os niveis
de 75% para os dois ingredientes, afim de que ndo ocorra redugdo expressiva na
degradabilidade da dieta e grande aumento na producdo de metano, fatores estes importantes

para a escolha de alimentos para a producéo de ruminantes.
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4. DEGRADABILIDADE IN VITRO DA PROTEINA, SINTESE MICROBIANA
UTILIZANDO *P COMO MARCADOR E CONCENTRAGCAO IN VITRO DE
AGCC EM DIETAS UTILIZANDO FARELO DE ALGODAO E GLICERINA
BRUTA

Resumo: Os ovinos apresentam grande potencial para aproveitamento de coprodutos na dieta;
podendo utiliza-los para sintese microbiana, bem como a proteina da dieta, tanto para
degradacdo no rumem, como para ser degradada no pés-rumem. O objetivo deste trabalho foi
avaliar in vitro a degradabilidade da proteina, a sintese microbiana e a concentracdo de &cidos
graxos de cadeia curta a partir da substituicdo do farelo de soja pelo farelo de algodédo como
fonte protéica e do milho pela glicerina bruta como fonte energética para ruminantes. De
acordo com os resultados obtidos no ensaio in vitro de degradabilidade da matéria organica,
foram selecionadas dez dietas que apresentaram maiores valores de degradabilidade e
menores valores de producdo de metano. A degradabilidade da proteina foi obtida pela
incubacdo ruminal in vitro de amostras das dietas selecionadas por 16 horas. Do residuo
obtido realizou-se nova incubacao com as enzimas pepsina e posteriormente pancreatina, para
se obter a digestibilidade da proteina pds-rumem. Para a quantificacdo de AGCC, foi
amostrado o conteldo das garrafas do experimento de producdo de gases in vitro e
posteriormente este contetdo foi preparado e analisado em cromatografo a gas. A sintese
microbiana in vitro foi determinada pelo uso do marcador radioativo *P, em que se empregou
inoculo ruminal como fonte dos microrganismos e a amostra a ser testada como substrato para
o0 crescimento microbiano. Como resultados de degradabilidade ruminal in vitro da proteina se
observou que a adi¢do de glicerina bruta promoveu a reducdo da degradabilidade da proteina.
Ja para a digestilibilidade da proteina pds-rumen, ndo houve efeito da presenca de glicerina
bruta, sendo que os maiores valores foram observados nas dietas que apresentaram menor
degradabilidade ruminal. Para AGCC se observou aumento na producdo de propionato e
reducédo na de acetato, resultado devido a adicdo de glicerina bruta. Nao foram observadas
diferencas entre as dietas testadas para sintese microbiana. Como conclusao pode se afirmar
que a substituicdo dos ingredientes tradicionais por coprodutos da cadeia de biodiesel pode ser

empregada na alimentacdo de ruminantes, atendendo as exigéncias nutricionais dos animais.

Palavras—chave: Ruminantes. *2P. Glicerina. Algodao.
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Abstract: The sheep, to be ruminant, have great potential for use of products that usually
would not be used in feeding monogastric animals. The aim of this study was to evaluate the
in vitro protein degradability, microbial synthesis and concentration of short chain fatty acids
from the replacement of soybean meal by cottonseed meal as protein source and corn by crude
glycerin as an energy source for ruminants. According to the test results of in vitro
degradability of organic matter, we selected ten diets showed higher degradability and lower
methane production. Degradability of protein was obtained by ruminal incubation samples
from selected diets for 16 hours. The residue obtained was carried out a new incubation with
the enzymes pepsin and pancreatin later to obtain the digestibility of the protein. For
quantification of SCFA were sampled content of the experimental bottles gas production in
vitro and subsequently this content was prepared and analyzed by gas chromatograph.
Microbial protein synthesis in vitro was determined using ** P radioactive label, in which
employed as a source of ruminal micro-organisms and the sample to be tested as a substrate
for microbial growth. As the results of in vitro degradability of the protein there was observed
that the addition of crude glycerin caused a reduction of protein degradability. As for the
digestilibility protein post-rumen, there was no effect of the presence of crude glycerin, with
the highest values were observed in the diets had lower ruminal degradability. SCFA was
observed to increase in propionate production and a reduction in acetate, because the result of
addition of crude glycerin. No differences were observed between the diets tested for
microbial synthesis. As a conclusion we may state that the replacement of the traditional
ingredients for coproducts chain biodiesel can be used in ruminant feeding, meeting the

nutritional requirements of animals.

Keywords: Ruminants. *P. Glycerine. Cottonseed.
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4.1 Introducéo

Os ruminantes possuem o0 maior potencial para o aproveitamento de coprodutos
agroindustriais devido as caracteristicas peculiares de seu aparelho digestdrio e a simbiose
com microrganismos do rimen. Neste cenario, os coprodutos originados na cadeia produtiva
do biodiesel no Brasil tém sido estudados como possiveis substitutos aos ingredientes
convencionais nas dietas para ruminantes. O uso de técnicas in vitro possibilita a avaliacdo

dos efeitos destes coprodutos bem como a eficiéncia no metabolismo ruminal.

Objetivou-se com este trabalho avaliar in vitro a degradabilidade da proteina no rimen
e no pés-rimen, a sintese microbiana utilizando como marcador **P e a producéo de 4cidos
graxos de cadeia curta (AGCC) de dietas para ruminantes compostas por farelo de algodao em

substituicdo do farelo de soja e da glicerina bruta em substitui¢cdo ao milho.

4.2 Material e Métodos

Este trabalho foi realizado nas instalacbes do Laboratorio de Nutricdo Animal,
pertencente ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo Paulo,

Piracicaba, SP, Brasil.

Apo6s a realizacdo do ensaio in vitro de producdo de gases e degradabilidade da
matéria organica, foram selecionadas 10 dietas completas, as quais apresentaram menor
producdo de metano, maior degradabilidade da matéria organica e/ou maior producéo liquida
de gases, afim de se realizar estudo in vitro mais aprofundados dos efeitos destas dietas na
alimentacdo de ruminantes . As dietas selecionadas continham 70% de feno de Tifton, 2% de
mistura mineral e 28% de concentrado, sendo que este ultimo apresentou em sua composicao
niveis de substituicdo de farelo de soja por farelo de algoddo (FA) como fonte protéica e
substituicdo de milho por glicerina bruta (GLI) como fonte energética, sendo que as dietas
selecionadas e as respectivas composi¢des nutricionais estdo apresentadas na tabela 4.1.
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Tabela 4.1 - Composicao centesimal e nutricional das dietas experimental.

Composicéo (%oMS)

Dieta Matéria Matéria Extrato Fibraem Fibraem Proteina
Seca Mineral Etéreo Detergente Detergente Bruta
Neutro Acido
0 FA/0 GLI 90,9 6,3 3,1 43,3 15,4 12,7
25 FA/0 GLI 91,5 6,6 2,2 71,1 32,6 12,1
25 FA/25 GLI 90,1 7,2 2,4 67,9 32,6 11,8
25 FA/75 GLI 90,0 5,8 3,0 63,4 335 10,9
50 FA/0 GLI 92,2 5,9 2,5 71,0 34,7 12,5
50 FA/100 GLI 90,3 7,1 2,6 61,8 32,4 10,0
75 FA/50 GLI 89,9 6,8 3,5 67,0 31,0 11,4
75 FA/75 GLI 90,5 7,4 2,9 64,6 31,2 10,9
100 FA/25 GLI 92,2 5,9 3,4 71,9 32,4 12,2
100 FA/50 GL 91,2 5,8 2,9 66,6 31,4 9,9

A digestibilidade pds ruminal in vitro das dietas foi determinada conforme
metodologia de Calsamiglia e Stern (1995). Primeiramente foram preparados 2 sacos de
Dacron, semelhantes aos utilizados em ensaios de digestibilidade in situ, contendo com 4 g de
amostra para cada dieta a ser avaliada. Os sacos foram acondicionados em jarras de vidro de
2500 ml proprias para incubadora, onde foram acrescidos com 1300 ml de solucdo nutritiva,
contendo macronutrientes, micronutrientes e tamponantes, conforme metodologia descrita por
Bueno et al. (2005) e 650 ml de indculo ruminal preparado usando as fragdes liquida e sélida
em proporcdes iguais (50:50) do contetido ruminal de ovinos providos de canula permanente
no ramen, sendo os indculos 0os mesmos utilizados no ensaio in vitro de producdo de gases.

As jarras foram mantidas em incubadora a 39°C por 16 horas. Ap0s a incubacéo, 0s
sacos foram lavados em 4&gua corrente até esta ndo conter residuos de liquido ruminal.
Posteriormente o0s sacos foram secos em estufa com circulagio de ar, por
48 horas. O residuo da incubacao ruminal in vitro (16 hs) foi incubado por 1 h em 10 mL de
HCI (0,1N) contendo 1 g / L de pepsina, a temperatura de 39 °C em frascos de vidro de 30 ml.
Posteriormente, foi adicionado 0,5 ml de NaOH 1N e em seguida foi adicionado 13,5 ml de
solugédo tampéo de fosfato contendo 37,5 mg de pancreatina e o material foi incubado por 24 h
a 39 °C. Apos as 24 h de incubacéo, os frascos foram tratados com 3,0 ml de &cido tri-cloro
acético para se precipitar a proteina ndo digerida, e o teor de nitrogénio no sobrenadante foi
quantificado por Kjeldahl. As quantificacbes de proteina degradada no rimen e proteina

digerida p6s-raimen foram determinadas pelas equacdes:
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Degradacdo ruminal da PB = PB inicial da amostra- PB residuo ruminal / PB inicial
Digestdo intestinal da PB = PB soltivel em TCA / PB inicial da amostra

Para a determinacdo de acidos graxos de cadeia curta foram coletadas amostras do
contedo das garrafas no ensaio in vitro de degradabilidade da matéria organica e
posteriormente foram preparadas para analise de acordo com Nocek, Hart e Polan (1987) e
Conrad e Palmquist (1971), com adaptacdes para 0 LANA/CENA/USP.

Para o realizagc&o do ensaio de sintese microbiana in vitro foram selecionadas as cinco
dietas que apresentaram maiores valores in vitro de degradabilidade ruminal e de
digestibilidade pds-ramen, sendo 0 FA/0 GLI (controle), 25 FA/0 GLI, 50 FA/100 GLlI,
75 FA/75 GLI e 100 FA/50 GLI. A sintese microbiana in vitro utilizando 3P foi determinada
conforme metodologia de Van Nevel e Demeyer (1977) e adaptada ao LANA/CENA/USP por
Bueno (1998), que consiste na preparagdo de 3 tubos para centrifuga refrigerada Sorvall (mod.
RC2-B), contendo 1g de dieta a ser testada. Cada tubo recebeu 4ml de solucdo tamponante
(259 de glucose e 3g de bicarbonato de sodio por litro); 16ml do indculo ruminal preparado
usando as fracdes liquida do contetdo ruminal de ovinos providos de canula permanente no

ramen e, 25ul de solugdo de radiofosforo na forma de fosfato, correspondendo a 0,1uCi de

32
P.

Imediatamente apos a adi¢do do radiofosforo, a atividade microbiana de um dos trés
tubos foi interrompida com 1ml de HZSO4 18N. Os tubos foram incubados & temperatura

constante de 39°C com saturacdo de gas carbénico por periodo de 8h. Terminada a incubag&o,
0s demais tubos também receberam 1 ml de H,SO, 18N a fim de paralisar a sintese
microbiana.

Para avaliar a incorporagdo do P, os tubos foram levados & centrifuga refrigerada
Sorvall e submetidos a centrifugacdo por 10 minutos, separando-se o material em precipitado
e sobrenadante. Para a determinacdo da radioatividade no material, 1 ml do sobrenadante foi
transferido para frascos de cintilagdo liquida, completando-se o volume para 20 ml com agua
destilada, e levados para contagem em cintilador liquido (Packard mod. 1600 TR) por dois
minutos cada. O restante das amostras foi armazenado em congelador para analise de fosforo
inorganico (P), de acordo com a metodologia de Fiske e Subbarow (1925).

O precipitado foi lavado quatro vezes com solucéo salina 0,85% para eliminacdo do
radiofosforo extracelular. Ao final das lavagens o precipitado foi ressuspendido com &agua
destilada, transferido para cadinho de porcelana e levado para secagem em estufa de 105°C,

até peso constante do material, sendo possivel a determinacdo da matéria seca. Apos a
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pesagem, o material foi incinerado e posteriormente sofreu digestdo acida por 90 minutos. O
material digerido foi transferido para frascos de cintilacdo liquida e levado para contagem
conforme descrito anteriormente. As quantificacdes de nitrogénio incorporado e nitrogénio

microbiano foram determinadas pelas seguintes equacoes:

Atividade especifica do *?P extracelular (AE.) = contagem em dpm do sobrenadante/
teor de 3P extracelular

Teor do *P incorporado (P;) = contagem em dpm do precipitado / AE.

Nitrogénio incorporado (N;) =P; * 8,37

Os ensaios foram realizados utilizando delineamento inteiramente casualizado. A
comparacao entre as dietas experimentais foi analisada por regressdo e o teste de médias foi
realizado utilizando teste de Duncan. A anélise de variancia foi realizada utilizando modelo
linear (PROC GLM), do SAS (2002).

4.3 Resultados e Discussao

Os resultados referentes a degradabilidade in vitro da matéria orgénica e
digestibilidade in vitro da proteina estdo apresentados na Tabela 4.2. Para o parametro
degradabilidade da matéria organica ndo foi observada diferencgas entre os tratamentos, porém
para a proteina degradada no rdmen (PDR), o tratamento que apresentou maior
degradabilidade foi o0 que apresentou 100% de substituicdo do farelo de soja pelo farelo de
algodéo e 25% de substituicdo de milho por glicerina bruta (100 FA/ 25% GLI), sendo que
este tratamento nédo diferiu do tratamento O FA/ 0 GLI (controle) e do tratamento 50 FA/ 0O
GLI, com 51,80%, 50,12% e 50,01% respectivamente. O tratamento que apresentou menor
degradabilidade ruminal in vitro da proteina foi 50 FA/100 GLI, diferindo estatisticamente
dos demais. J& ao se avaliar a digestibilidade pds ruminal da proteina, observa-se que o
tratamento que apresentou maior valor de digestibilidade foi aquele que apresentou menor
valor de degradabilidade ruminal, indicando maior fluxo de proteina dietética para o intestino
e que também esta proteina que escapou para o intestino € passivel de digestdo e consequente

aporte de proteina para o animal.



52

De acordo com os resultados observados, pode se afirmar que a presencga de glicerina
bruta acima de 75% de substituicdo influenciou na degradacdo da proteina no rumen, nao
sendo observado efeito na digestibilidade intestinal da proteina. Ao se consultar os resultados
em literatura, ndo foram encontrados trabalhos que avaliaram os efeitos do farelo de algodéo e
da glicerina bruta sobre a degradabilidade e da digestibilidade da proteina em ensaios in vitro.

Tabela 4.2 - Porcentagem de degradabilidade da matéria organica (DMO), proteina degradada

no rimen (PDR) e proteina digerida pos ramen (PDPR), obtido em ensaio in vitro

Tratamento DMO PDR (%) PDPR (%) N-NH;
0 FA/0 GLI 59,6 50,1 ® 11,2° 0,02
25 FA/0 GLI 62,2 45,8 @ 16,5 0,03
25 FA/25 GLI 57,2 44,9 ¢ 14,5 %® 0,03
25 FA/75 GLI 60,5 43,0 % 17,8%® 0,02
50 FA/0 GLI 57,3 50,0 ® 15,0 ® 0,03
50 FA/100 GLI 59,1 375" 21,0° 0,02
75 FA/50 GLI 56,8 48,6 14,2 %® 0,03
75 FA/75 GLI 56,9 46,0 @ 18,8 0,02
100 FA/25 GLI 54,5 51,8 ° 12,9° 0,02
100 FA/50 GL 57,0 410°¢ 159 %® 0,02
EPM 5,11 10,34 6,66 0,000

Meédias com letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes (P<0,1).

Os resultados de producdo in vitro de &cidos graxos de cadeia curta estdo
apresentados na Tabela 4.3. Para a concentragdo de acido acético, a dieta controle diferiu dos
tratamentos 25 FA/75 GLI, 50 FA/0 GLI e 50 FA/100 GLI, ndo diferindo dos demais
tratamentos. Ja para a concentracdo de &cido propidnico as dietas que apresentaram maiores
concentragOes foram 50 FA/100 GLI, 75 FA/75 GLI, 25 FA/75 GLI, sendo que 0S menores
valores de concentracdo foram observados para as dietas 50 FA/0 GLI, 25 FA/25 GLI, 25
FA/O GLI, 0 FA/O GLI, 100 FA/25 GLI e 100 FA/50 GL, resultados estes que corroboram
com os encontrados em literatura que indica que a adi¢do de glicerina bruta a dieta promove
maior producdo de propionato e reducdo na producdo de acetato, como observado para as
dietas que havia maior proporgdo de glicerina bruta (100% de substituicdo do milho). Ao se
fazer a relacdo entre acido acético e acido propidnico, 0s tratamentos que apresentaram
menores valores foram 50 FA/100 GLI, 75 FA/75 GLI e 25 FA/75 GLI.
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Tabela 4.3 - Concentracdo de AGCC, em mMol, determinada em amostras obtidas em

ensaio in vitro de producdo de gases .

Tratamentos Ac. Ac. Ac. Proporcéo Ac.

Acético  Propibnico  Butirico Acético: Ac.

Propibnico
0 FA/0 GLI 478% 10,6 8,4 4532
25 FA/0 GLI 46,0 ® 10,1 % 7.9 45?2
25 FA/25 GLI 44,2 10,61 ¢ 7,6 4,2
25 FA/75 GLI 423" 11,7 ¢ 6,3 3,64
50 FA/0 GLI 43,0° 10,0 ¢ 7,7 43%®
50 FA/100 GLI 42 4° 12,52 6,2 3,41
75 FA/50 GLI 44,7 11,3 bed 7,3 3,9
75 FA/75 GLI 44,0 %® 11,9%® 6,7 3,74
100 FA/25 GLI 46,3 10,6 ° 6,3 4.4°
100 FA/50 GL 46,1 %® 10,7 © 6,8 43%
EPM 2,62 1,17 1,10 0,56

Médias com letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (P<0,1).

Como observado, as dietas que apresentaram niveis altos de substituicdo do milho por
glicerina bruta promoveram a reducdo da concentracdo de acetato e aumento na producao de
propionato, sendo que esses resultados corroboram com resultados encontrados em literatura.

Wang et al. (2009), em estudos com gado Simental alimentados com 60% de palha de
milho e 40% de concentrado, observaram que a suplementacdo com 100, 200 e 300 g/dia de
glicerol melhorou o padrdo de fermentacdo ruminal, diminuindo a proporcao
acetato:propionato.

Remond et al. (1993) observaram aumento significativo na concentracdo de acido
propidnico e butirico e decréscimo significativo na concentracdo de acido acético em vacas
consumindo silagem de milho e suplementadas de glicerina.

Trabue et al. (2007) sugere que o metabolismo ruminal de glicerol é de
aproximadamente 80% apds 24 hs do inicio da alimentacdo, resultando no decréscimo da
relacdo acetato: propionato. Estudos indicam que todo o glicerol ingerido é convertido em
propionato, o que levaria a reducdo desta proporcao.

Segundo Shrdder e Suidekum (1999) observaram que a ingestéo de glicerol diminuiu a
razao acetato: propionato e estimulou o consumo de agua.

Quanto aos resultados de sintese microbiana in vitro utilizando 3P como marcador,
ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos testados, como apresentado na
Tabela 4.4, ou seja, a presenca de farelo de algoddo e de glicerina bruta ndo influenciou no

desenvolvimento microbiano, indicando a auséncia de efeito sobre a fermentagdo ruminal.
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N&o foram encontrados resultados em literatura que avaliaram a sintese microbiana sobre 0s

alimentos testados.

Tabela 4.4 Porcentagem de nitrogénio incorporado, em mg, e de nitrogénio

microbiano, em g MS, obtido em ensaio in vitro de sintese microbiana com *P

Tratamento N Incorporado (mg) Nitrogénio Microbiano (g MS)
0 FA/O GLI 420,3 4,6
25 FA/0 GLI 409,7 4,5
50 FA/100 GLI 3731 4,1
75 FA/75 GLI 370,5 4,1
100 FA/50 GL 389,0 4,3
EPM 33,14 0,34

Médias com letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (P<0,1).

4.4 Conclusodes

Neste presente trabalho podemos concluir que a glicerina bruta pode influenciar na
degradabilidade ruminal da proteina presente na dieta, disponibilizando mais proteina
dietética no pds-rumem, porém esta interferéncia nao afeta a disponibilidade de nutrientes
para crescimento microbiano. Além disso, a presenca de glicerina bruta na dieta propiciou
aumento na producdo de propionato, disponibilizando mais energia para o animal. Portanto,
pelos resultados obtidos, conclui-se que tanto o farelo de algoddo e a glicerina bruta, nos

niveis estudados neste ensaio, podem ser utilizados como alimentos para 0s animais.
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) DIGESTIBILIDADE E PRODUCAO DE METANO ENTERICEO IN
VIVO DE DIETA UTILIZANDO FARELO DE ALGODAO E
GLICERINA BRUTA

Resumo: Os ruminantes sao considerados importantes emissores de metano (CH,4), um dos
principais gases de efeito estufa. A produgdo de metano est4 diretamente relacionada com a
eficiéncia da fermentacdo ruminal em virtude da perda de carbono e, conseqlientemente,
perda de energia, 0 que determina o desempenho animal. De acordo com os testes in vitro
realizados anteriormente, foram selecionadas duas dietas experimentais, além da dieta
controle (feno de Tifton, farelo de soja e milho); uma com substituicdo parcial do farelo de
soja pelo farelo de algodédo e outra com a substituicao parcial tanto do farelo de soja como do
milho pela torta de algodao e glicerina bruta respectivamente. Foram realizados dois ensaios
in vivo de digestibilidade e producdo de metano entérico. No primeiro ensaio foram utilizados
15 animais que foram mantidos em baias individuais no periodo de adaptacéo a dieta por 21
dias e depois levados a gaiolas individuais onde foram feitas coletas de oferecido, sobras,
fezes e urina por 7 dias. Nos dois Ultimos dias do ensaio de metabolismo, os animais foram
mantidos em gaiolas providas de sistema de coleta de gases. O segundo ensaio foi realizado
com 6 animais, sendo conduzido da mesma forma que o primeiro. Como resultados foram
observadas reducdo na digestibilidade da fibra em detergente neutro (FDN) e da proteina
bruta (PB) para as dietas testes. Quanto a concentracdo de AGCC in vivo, houve redugdo na
concentragdo de acetato e aumento na concentracdo de propionato nas dietas teste em
comparacdo com a dieta controle. Quanto a producdo de metano in vivo, houve reducédo na
producdo de metano pelos animais que receberam as dietas testadas. Como concluséo pode-se
afirmar que tanto o farelo de algod&o como a glicerina bruta possa substituir os ingredientes

tradicionais farelo de soja e milho na dieta para ruminantes. .

Palavras—chave: Ruminantes. Metano. Glicerina.
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Abstract: Ruminants are considered major emitters of methane (CH,), the major greenhouse
gas. Methane production is directly related to the efficiency of rumen fermentation due to the
loss of carbon and, consequently, loss of energy, which determines the performance animal.
According to in vitro tests performed previously, there was selected two experimental diets, to
be compared with the control diet (Tifton hay, soybean meal and corn), in which there was a
partial substitution of soybean meal by cottonseed meal and another with partial replacement
both soybean meal and corn meal by cottonseed meal and crude glycerin respectively. Two in
vivo experiments were conducted for accessing the digestibility and enteric methane
production of. In the first test there was used 15 animals kept in individual pens in the period
of adaptation to the diet for 21 days and then moved to individual cages where they were
made collections of diet, feces and urine for 7 days. In the last two days of the metabolism
trial, the animals were kept in cages fitted with gas collection system. The second test was
performed with 6 animals being conducted in the same manner as the first test. As results, it
was observed reduction in digestibility of neutral detergent fiber (NDF) and crude protein
(CP) for the test diets. As the concentration of SCFA in vivo, a reduction in the concentration
of acetate and propionate increased concentration of the test diets compared with the control
diet. As for methane production in vivo, there was a reduction in methane production by
animals fed the tested diets. As a conclusion it can be said that both cottonseed meal and
crude glycerin can replace traditional ingredients corn and soybean meal in the diet for

ruminants

Key words: Ruminants. Methane. Glycerine.
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5.1 Introducéo

Os ruminantes sdo considerados importantes emissores de metano (CH,), um dos
principais gases de efeito estufa. A producdo de metano esta diretamente relacionada com a
eficiéncia da fermentacdo ruminal em virtude da perda de carbono e, consequentemente,
perda de energia, o que determina o desempenho animal (ECKARD et al.,, 2010). Neste
cenario, os coprodutos originados na cadeia produtiva do biodiesel no Brasil tém sido
estudados como possiveis ingredientes de dietas para ruminantes (ABDALLA et al., 2008).
Estudos e técnicas que caracterizem o metabolismo ruminal destes coprodutos sdo necessarios
para a identificacdo de potenciais coprodutos passiveis de serem utilizados com eficiéncia na
dieta de ruminantes em substitui¢do a ingredientes convencionais.

Objetivou-se com este estudo avaliar a digestibilidade aparente e producdo de metano
in vivo de dietas elaboradas utilizando o farelo de algoddo como fonte protéica e a glicerina

bruta como fonte energética em substituicdo ao farelo de soja e ao milho, respectivamente.

5.2 Material e Métodos

Este estudo foi conduzido no Laboratdrio de Nutricdo Animal, pertencente ao Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, SP, Brasil. A
partir de ensaios in vitro de producdo de gases, degradabilidade da matéria organica, sintese
microbiana e digestibilidade da proteina pos-rumem descritos nos capitulos anteriores deste
trabalho, foram selecionadas duas dietas que incluiam farelo de algodéo e glicerina bruta em
substituicdo ao farelo de soja e milho respectivamente.

A dieta controle (OFA/OGLI) foi constituida de 70% de feno de Tifton (Cynodon spp),
18% de milho, 10% de farelo de soja e 2% de mistura mineral, enquanto que as dietas teste
apresentavam a substituicdo do farelo de soja por 25% de farelo de algoddo sem glicerina
bruta (25FA/OGLI) e a substituicdo do farelo de soja por 75% de farelo de algodao e a
substituicdo do milho por 75% de glicerina bruta. A composicdo bromatoldgica é apresentada

na Tabela 1.
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Tabela 5.1 Composi¢cdo bromatoldgica das dietas controle (OFA/OGLI) e dietas testes
com 25% de farelo de algodao em substituicdo ao farelo de soja (25FA/OGLI) e 75% de farelo
de algodéo, 75% de glicerina bruta em substituicdo ao farelo de soja e milho respectivamente,

utilizadas no experimento in vivo

Composicdo (%6MS)
Dieta Matéria Matéria  Extrato Fibraem Fibraem Proteina
Seca Mineral  Etéreo Detergente Detergente Bruta
Neutro Acido
0 FA/O GLI 90,00 6,11 1,79 68,13 37,88 9,80
25 FA/0 GLI 90,00 6,27 1,78 67,35 37,63 9,81
75 FA/75 GLI 87,50 6,47 6,34 65,63 41,59 7,60

Foram realizados dois ensaios de metabolismo e quantificacdo de metano entérico in
vivo. No ensaio 1 foram utilizados 17 animais inicialmente, em que os animais foram
divididos aleatoriamente nos tratamentos, agrupados de acordo com o0 peso vivo inicial (PV =
22 * 3,0 kg), sendo que o tratamento controle apresentava 5 animais e 0s demais tratamento
6 animais. Durante a adaptacdo, perdeu-se 2 animais de um mesmo tratamento . Assim sendo,
realizou-se 0 ensaio 2, com 2 animais por tratamento (PV = 23 £ 6,0 kg), totalizando 6
animais.

Os animais foram mantidos na dieta controle em quantidade suficiente para fornecer as
exigéncias nutricionais de ovinos em relacdo ao peso vivo de cada animal, de acordo com
NRC (2007), sendo mantidos em baias individuais, a fim de se realizar um periodo de
adaptacdo dos animais as baias. Ao término desta adaptagdo (dia 0), os grupos foram
sorteados e alocados para receberem as dietas experimentais (0 FA/ 0 GLI, 25 FA/0 GLI e 75
FA/ 75 GLI), conforme descrito anteriormente.

Os animais permaneceram em baias individuais onde receberam as dietas por periodo
de 21 dias para avaliagdo do consumo voluntario (oferta de no minimo 4 % do PV) e
posteriormente, os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais por periodo de
5 dias para controle e coletas da dieta oferecida, sobras e excrecdo de fezes e urina. Ao
término do ensaio de metabolismo, em ambos 0s ensaios, 0s animais foram monitorados para
determinar a producdo de metano entérico.

Para isto, foram utilizadas camaras desenvolvidas no LANA-CENA/USP como
descrito em Abdalla et al. (2012). Os animais foram mantidos nas camaras durante dois dias
consecutivos, a quantidade de gases eliminada e a concentracdo do metano neste gas foi

medida diariamente para cada animal em cada dieta experimental. A concentragdo de metano
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foi determinada por cromatografia gasosa (Shimadzu GC2014) e a producdo de metano
expressa em L/d e L/kg matéria seca consumida.

As amostras de oferecido, sobras e fezes foram secas em estufa (60°C) e moidas em
moinho tipo Wiley providos de peneiras com crivo de 2 mm. Posteriormente as amostras
foram analisadas quimicamente para quantificacdo dos teores de matéria seca, matéria
organica e proteina bruta de acordo com AOAC (1995) e fibra em detergente &cido e em

detergente neutro, segundo Van Soest et al. (1991).

Além disso, no 28° dia foram colhidas amostras de contetudo ruminal de cada animal, 3
horas ap0s a alimentagcdo da manha para determinacéo de &cidos graxos de cadeia curta com
Nocek, Hart e Polan (1987) e Conrad e Palmquist (1971), com adaptages para 0
LANA/CENA/USP.

Os dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia. Inicialmente
procedeu-se a comparagdo entre os ensaios 1 e 2 e como ndo houve efeito de ensaio, esta
variavel foi desconsiderada. O modelo estatistico utilizado foi:

Y = tratamento bloco pv; sendo pv (peso vivo) considerado como covariavel

A andlise de variancia foi realizada utilizando modelo linear (PROC GLM), do SAS

(2002).

5.3 Resultados e Discussao

Os resultados de consumo e do ensaio de metabolismo estdo apresentados na Tabela
5.2. Quanto as varidveis consumo de matéria seca, de matéria organica, de FDN e de proteina
bruta, se observa valores maiores na dieta controle em relacdo as demais dietas, diferindo
significativamente das demais. Ja para a variavel consumo de FDA, se observa que maior
consumo nas dietas controle e 75 FA/ 75 GLI, diferindo da dieta 25 FA/ 0 GLI. Ja para as
variaveis digestibilidade de matéria seca, digestibilidade da matéria organica e digestibilidade
do FDA, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Quanto a digestibilidade de FDN, o
tratamento controle diferiu do tratamento 75 FA/ 75 GLI, sendo que o tratamento 25 FA/ 0
GLI néo diferiu dos outros tratamentos. O coeficiente de digestibilidade da proteina bruta foi
maior para as dietas controle e 25 FA/ 0 GLI, diferindo da dieta 75 FA/ 75 GLI.



61

Tabela 5.2 - Consumo e coeficiente de digestibilidade dos componentes das dietas
experimentais

Tratamentos
Itens EPM
Controle 25 FA/ 0 GLI 75 FA/ 75 GLI

Matéria seca

Consumo, kg/dia 0,99 0,92° 0,86° 5,92
DATT, % 54,62 50,24 52,73 7,76
Matéria organica

Consumo, kg/dia 0,922 0,78° 0,70° 0,19

DATT, % 56,05 51,95 49,25 8,33
Fibra em detergente neutro

Consumo, kg/dia 0,652 0,52° 0,52° 0,16

DATT, % 51,052 41,17% 39,05° 15,45
Fibra em detergente acido

Consumo, kg/dia 0,36 ° 0,29° 0,34° 0,02

DATT, % 43,16 35,63 41,01 11,36

Proteina
Consumo, kg/dia 0,112 0,10° 0,08° 0,05
DATT, % 63,86 ° 58,68 2 46,38° 19,11

Meédias com letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes (P<0,1).

Segundo o NRC (2007), o consumo de MS de cordeiros em terminacdo deve estar
préximo a 1,0 kg por dia. Este valor esta préximo ao observado no tratamento controle, sendo
menor nos tratamentos empregados neste experimento. Lage et al. (2010) observaram que a
inclusdo de glicerina bruta na dieta, resultou na reducéo da ingestdo de MS, levando a redugéo
no consumo de matéria organica, carboidratos ndo fibrosos, proteina bruta, fibra em
detergente neutro. Estes resultados também foram observados neste estudo.

O figado de ruminantes tem alta atividade de propionil CoA sintetase (RICKS;
COOK, 1981), necesséria para ativacdo e subsequente metabolismo do propionato. Como
resultado, o propionato € extensivamente metabolizado pelo figado de ruminantes durante as
refeicBes, 0 que aumenta a producdo de ATP, em razdo de sua utilizacdo para producédo de
glicose, e sinaliza a saciedade (REYNOLDS, 1995). Com o possivel incremento de
propionato no rimen a partir do glicerol, houve maior aporte deste no figado, o que pode ter
contribuido para a saciedade e, consequentemente, para a menor ingestdo de MS pelos

animais.
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Schréder e Sudekum (1999) indicaram que glicerina bruta com diferentes graus de
pureza pode ser incluida em até 10% da matéria seca da dieta de ruminantes, sem afetar
negativamente o consumo de alimentos e a digestibilidade dos componentes da dieta. Com o
nivel de substituicdo empregado neste experimento, encontra-se 13,5% de glicerina bruta na
matéria seca, valor superior ao indicado pelos autores, resultado este que pode justificar a
reducdo no consumo de alimento pelos animais, poréem ndo foi observada diferenga na
digestibilidade, resultado que diverge com 0s mesmos autores.

Os resultados de concentracdo de acidos graxos de cadeia curta estdo presentes na
Tabela 5.3. Pode se observar houve reducdo na concentracdo de acido acético e aumento na
concentracdo de &cido propidnico. Este resultado é semelhante ao encontrado em outros
trabalhos que testaram o uso de glicerina bruta com fonte energética para ruminantes. Wang et
al. (2009), em estudos com gado Simental alimentados com 60% de palha de milho e 40% de
concentrado, observaram que a suplementacdo com 100, 200 e 300 g/dia de glicerol melhorou
0 padréo de fermentagdo ruminal, diminuindo a proporcdo acetato:propionato.

Remond et al. (1993) observaram aumento significativo na concentracdo de acido
propidnico e butirico e decréscimo significativo na concentracdo de &cido acético em vacas

consumindo silagem de milho e suplementadas de glicerina.

Tabela 5.3 - Concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta, em Mmol, obtido em
amostras de liquido ruminal coletadas dos animais alimentados com as dietas
experimentais

< < . Razdo Ac.

Tratamentos AC A(f . AC Acético: Ac.
Acetico Propidnico Butirico p e

ropiénico
0 FA/0 GLI 51,142 12,37 b 6,20 4,29°
25 FA/0 GLI 52,39 ° 11,64 ° 6,15 4,612
75 FA/7T5 GLI  42,94° 23,97° 8,76 1,97°

EPM 16,47 27,55 5,57 0,20

Médias com letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes (P<0,01).

Pethick et al. (1999) observaram que o tratamento que recebeu glicerol resultou na
reducdo da concentracdo de acetato e aumento na de butirato, enquanto a concentragdo de
propionato apresentou efeito quadratico, aumentando até 12 horas e decrescendo apos 26
horas de incubacdo. De acordo com esses resultados obtidos, os autores concluiram que o
glicerol exerce um efeito glicogénico in vivo, através de sua absor¢cdo na forma intacta ou na

forma de propionato.
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Em meados de 1950, autores citados por Donkin (2008), evidenciaram 0 uso de
glicerol na alimentacdo de vacas leiteiras para o tratamento de cetose. Para Donkin (2008),
inexistem dados precisos quanto as taxas de fermentacéo do glicerol no rimen, mesmo com
evidéncias positivas em relacdo ao uso de glicerol em dietas para vacas leiteiras de alta
producdo. O autor conclui sobre a necessidade de informagdo precisa para permitir uma
avaliacdo completa sobre o uso do glicerol na alimentacdo de ruminantes e o impacto
resultante na salde e produtividade da vaca.

A producéo liquida de metano entérico é apresentada na Figura 5.1. A substituicdo dos
ingredientes tradicionais pelos coprodutos da cadeia do biodiesel promoveu reducgéo
significativa na emissdo de metano entérico. O resultado encontrado para o tratamento
controle corrobora com o observado por Abdalla et al. (2012), ao de testarem dieta com 80%
de forragem e 20% de concentrado, semelhante ao empregado neste trabalho, observou

producéo de metano de 30 I/kg de MS consumida.

30,00

25,00 -
20,00 -
15,00 -

B CH4 (L/KgMS)

10,00 -

5,00 -

0,00 -

OFAOGL 25FAOGL 75FA75GL

Figura 5.1 — Producdo de metano entérico, em I/ kg MS, de animais
alimentados com as dietas 0 FA/O GLI, 25FA/0 GLI e 75 FA/75 GLI.

Abdalla et al. (2008) afirmam que a incluséo de tortas provenientes da cadeia do
biodiesel, entre elas a torta de algoddo, promoveram reducdo na producdo de metano em
ensaio in vitro. Em estudo in vivo realizado por Abdalla et al. (2012), os autores observaram

gue animais receberam dieta controle, contendo 69% de feno de Tifton e 31% de concentrado
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semelhante ao empregado neste experimento, promoveram a emissdo de 31 I/kg de MS
digerida, valor este semelhante ao observado neste experimento, que foi de 26,74 I/kg, valor
este superior, em ambos os experimentos, ao observado nos demais tratamentos testados.

A emissdo ruminal de CH,4 representa uma perda significativa de energia dietética que
potencialmente poderia ser direcionada para producdo de carne e leite (ECKARD et al.,
2010). Normalmente, cerca de 6-10% do total de energia bruta consumida por uma vaca em
lactacdo é convertida em CH, e eliminada por eructacdo. A producdo de metano ruminal é
diretamente proporcional & concentragdo de H, dissolvida. Se h4 acimulo de H; a re-oxidagao
do NADH ¢ inibida, inibindo o crescimento microbiano, a digestdo da forragem, e a
consequente producdo de AGCC (ECKARD et al., 2010). Segundo Trabue et al. (2007), o
fornecimento de glicerina bruta tende a reduzir a quantidade de carbono e hidrogénio
disponivel para a producdo de metano, pelo aumento da sintese de propionato, com
consequente melhoria na eficiéncia de utilizacdo da energia pelo animal. Portanto, deve-se
buscar impedir o acesso a estes protons pelos organismos metanogénicos através da
otimizacdo de sua utilizacdo (HEGARTY, 1999).

5.4 Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que tanto o farelo de algoddo quanto
a glicerina bruta podem ser utilizados na alimentacdo de ruminantes, sem que estes alterem a

digestibilidade da dieta, ndo havendo assim prejuizos para 0s animais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nestes estudos indicam que o farelo de algodédo, apesar de
apresentar menor degradabilidade da proteina no rimen, quando comparado ao farelo de soja,

este pode ser utilizado como fonte de proteina em dietas para ruminantes.

A glicerina bruta pode ser utilizada como fonte energética na alimentacdo de

ruminantes, em substituicdo ao milho, sem que ocorra prejuizo para 0S mesmos.

A presenca do farelo de algodao e da glicerina bruta na dieta promoveram a reducao

na emissdo de metano entérico pelos animais.



