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Wheels within wheels
in a spiral array
a pattern so grand and complex.

Time after time
we lose sight of the way
our causes can't see their effects.

Science, like nature

must also be tamed

with a view towards its preservation,
given the same

state of integrity

it will surely serve us well!

Neil Peart, 1980.

“Natural Science”, faixa n° 6 do album “Permanent Waves” da banda canadense “Rush”.






RESUMO

COSTA, W. S. Potencial nutricional dos coprodutos das sementes
oleaginosas do setor de bioenergia na substituicdo do farelo de soja e do
milho para a segurang¢a alimentar e sustentabilidade da producao de pequenos
ruminantes. 2019. 110 p. Dissertagado (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na

Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2019.

A populagao mundial devera atingir a marca de 9 bilhdes de habitantes até a metade
do século XXI, trazendo como consequéncia a elevagao da demanda por alimentos.
Evitar o uso de culturas para fins que nao a alimentagdo humana, € uma estratégia
para elevar a oferta de alimentos. As tortas e farelos gerados como coprodutos
apresentam potencial para substituir o milho e a soja, fornecendo uma alternativa
favoravel a seguranca alimentar. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar o
potencial nutricional de alguns coprodutos e seus efeitos sobre a fermentagao
entérica de ruminantes. O primeiro ensaio foi realizado avaliando os farelos de,
algodao (ALG), canola (CAN), girassol (GIR), e soja (CON, como tratamento
controle), e as tortas de, macauba (MAC), mamona (MAM), nabo forrageiro (NF),
pinhdo manso (PM), utilizando a técnica in vitro de produgao de gases, assim como
3 dietas utilizando coprodutos, Dieta1 (60% feno de Tifton (FT), 30% GIR e 10%
milho desintegrado (MD)), Dieta2 (60 % FT, 18% GIR, 16% MD e 6% ALG) e
DietaCON (60% FT, 30% MD e 10% farelo de soja (FS)), para determinar a
degradabilidade e a cinética fermentativa. Os tratamentos PM e MAM obtiveram
menor performance fermentativa, diferentemente de CAN e NF, com
degradabilidade similar a CON, e ndo foram observadas diferengas para a produgéo
de metano entérico (CH4). A DietaCON foi superior as demais dietas; a Dieta 2
obteve melhor rendimento comparada a Dieta 1 Os resultados foram positivos e
demonstraram a possibilidade de substituicdo do milho e da soja. O segundo ensaio
teve por objetivo avaliar a digestibilidade aparente, balango energético e proteico e
emissdo de CH4 em dieta utilizando coproduto na substituicdo a MD e FS. Duas
dietas foram elaboradas na proporcédo 60% volumoso (Tifton 85, Cynodon ssp.) e
40% concentrado. Dieta com concentrado com coproduto (Dieta CPDT: 45% farelo
GIR, 40% MD e 15% farelo ALG), e Dieta com concentrado controle (Dieta CON:
70% MD e 30% FS). Foram utilizados 7 carneiros, da raga Santa Inés, machos, com
peso vivo (PV) médio de 63 + 7,6 kg, em 2 periodos experimentais de 21 dias. As
dietas (2 % PV) foram fornecidas em dois periodos, o sal mineral somente na
refeicdo da tarde e a agua fornecida ad libitum. Os animais ficaram em adaptacgéo as
dietas por 13 dias, ent&o transferidos para gaiolas de metabolismo para o ensaio de
digestibilidade (5 dias) e em camara para troca de gases para quantificagdo do CH4
produzido (3 dias). Nao foram encontradas diferengas para o balango energético e
proteico, e todos os parametros fermentativos com excecao na producgao de acetato,
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butirato, producdo total de acidos graxos de cadeia curta, e a digestibilidade da
matéria seca e organica, com a Dieta CON superior em todas as observagdes. No
entanto, as emissdes de CH4 nao foram significativamente diferentes entre as dietas
testadas. A substituicdo de alimentos tradicionais por coprodutos do biodiesel
mostrou-se satisfatoria, ndo sendo observados efeitos negativos sobre os
parametros fermentativos.

Palavras-chave: Crescimento populacional. Nutricdo animal. Metano.
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ABSTRACT

COSTA, W. S. Nutritional potential of oilseeds co-products from the
bioenergy sector in replacing soybean meal towards food security and
sustainability of small ruminant production. 2019. 110 p. Dissertagao (Mestrado)
— Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba,
2019.

World population growth must reach 9 billion inhabitants until the half of XXI century,
as consequence food demand is increasing. Avoiding the use of human edible food
other than human feed is one of the strategies to increase food supply. Cakes and
meals generated as a coproduct of biodiesel production has shown potential as
replacement for corn and soybean, presenting a favorable alternative towards food
security. In these sense, the aim of this work was to evaluate the nutritional potential
of biodiesel coproducts and their effects on enteric fermentation by ruminants. First
assay was performed assessing cottonseed (CS), rapeseed (RS), sunflower seed
(SF), and soybean (CON, as control treatment) as meal, and macaw palm fruit (MP),
castor bean (CB) radish seed (RD) jatropha seed (JS) as cake, all submitted to in
vitro gas production technique, as well as 3 diets containing coproduct, Diet1
(60% Tifton hay (TH), 30% SF and 10% disintegrated corn (DC)), Diet2 (60% TH,
18% SF, 16% DC and 6% CS) and DietCON (60% TH, 30% DC and 10% soybean
meal (SM)), for determine degradability and fermentative kinetics. JS and
CB presented lower fermentative performance, differently to RS and RD, whose
degradability was similar to CON, and differences were not observed for enteric
methane production (CH4). DietCON was superior to other ones; Diet2 had a better
performance compared to Diet1. These were interesting results and showed that’s
possible to replace corn and soybean. The second assay aimed to evaluate apparent
digestibility, energy and protein balance, and CH4 production in diets using
coproducts as replacement for DC and SM. Two diets were formulated at the
proportion 60% roughage (Tifton 85 hay, Cynodon ssp) 40% concentrate.
Diet CPDT (45% of SF, 40% of DC and 15% of CS) and Diet CON (70% of DC and
30% of SM). Seven male Santa Ines sheep, with body weight (BW) average of 63 kg
* 7.6, were used in two experimental periods of 21 days. The diets were offered (2%
BW) twice a day, mineral salt only in the afternoon and water ad libitum. The animals
were kept for adaptation to diet for 13 days, then moved to metabolism cages for
apparent digestibility assay (5 days) and then in gases exchange chamber for
CH4 production quantification (3 days). No differences were observed for energetic
and protein balance, and all fermentative parameters between experimental diets,
except acetate, butyrate, total short fatty chain acids production and digestibility of
dry and organic matter, when Diet CON showed greater values. However,
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CH4 emissions were not significant different. The replacement of traditional food by
biodiesel coproducts was satisfying, with no negative effects observed upon ruminal
fermentative parameters.

Keywords: Population growth. Animal nutrition. Methane.
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1 Introducgao

Desde o inicio do século XXI| o crescente aumento da populagdo mundial,
cujas estimativas preveem o aumento de 2 bilhdes de habitantes até 2050, tem
imposto como desafio a sociedade garantir o suprimento da crescente demanda por
alimentos e energia. Devido a disposicao finita de terras agricultaveis e a
necessidade em conservar 0s ecossistemas para manutencdo do planeta, a
expansdo agricola deixa de ser a principal resposta para elevar a oferta de
alimentos, e novas estratégias passam a ser abordadas.

Reduzir os desperdicios gerados pela industria alimenticia e o uso de
alimentos como matéria-prima em processos industriais que ndo tenham como
finalidade a alimentagdo, podem promover a elevagéo na oferta de alimentos sem a
necessidade em explorar novas areas.

Assim como a demanda por alimentos, a demanda energética também
aumentara. Devido a natureza finita do petroleo e o seu longo ciclo para renovacgéo,
manté-la como a principal fonte energética para o abastecimento energético do
planeta trara uma rapida reducao aos estoques das reservas. Em um cenario onde o
descobrimento de novas reservas representa uma probabilidade baixa, a exploracdo
de fontes renovaveis de energia devera ser a abordagem para atender as
implicagdes do crescimento populacional previsto.

No entanto, boa parte da producdo de biocombustiveis na atualidade é
oriunda de culturas alimentares, o que caminha em direcdo oposta aos ideais
tracados para elevar a oferta de alimentos. Neste contexto, a industria de bioenergia
devera elevar o rendimento de seu sistema para que seja possivel gerar mais
energia sem elevar o uso de alimentos. Outra estratégia é buscar diferentes culturas
que nao promovam esta competicdo, 0 que poderia elevar significativamente a
disponibilidade dos alimentos.

Da mesma forma, a producdo animal também representa parte da
competicao, pois a base nutricional de muitos sistemas € pautada no uso de culturas
como o milho e a soja. Alguns setores da produgdo animal possuem maior
flexibilidade para reduzir o consumo destas culturas. Animais ruminantes, por
exemplo, possuem a capacidade de transformar alimentos fibrosos de baixo valor

nutricional para humanos, e culturas n&o utilizadas na nutrigdo humana, em alimento
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de alto valor nutricional, como a carne e o leite. Portanto, com as implicacdes
impostas pelo crescimento populacional previsto, novas rotas deverdao ser
estabelecidas dentro de cada sistema para que seja possivel produzir mais insumos
sem a promogao da competicdo pela mesma matéria-prima entre os diferentes
setores.

O biodiesel é um dos biocombustiveis de grande interesse na atualidade,
devido a grande flexibilidade em sua produgdo, podendo ser originado a partir de
varias fontes oleaginosas, de origem vegetal ou até mesmo de gorduras animais. Ja
€ de conhecimento a sua produc¢ao a partir de culturas ndo comestiveis. No entanto,
a produgao brasileira € majoritariamente pautada sobre matérias-primas de origem
alimenticia.

Visando mitigar os efeitos gerados por esta competi¢cdo, alguns coprodutos
gerados durante o processo de extracdo dos Oleos (tortas e farelos), apresentam
caracteristicas que permitiiam seu uso como fonte proteica e energética, podendo
substituir alguns alimentos atualmente empregados na nutricdo de ruminantes.
Neste sentido, comprovada sua eficiéncia, a introducdo destes coprodutos como
fonte alimentar na produgdo animal atenderia aos interesses da sociedade,

promovendo a seguranga alimentar de forma mais sustentavel.

1.1 Hipbteses

A substituicdo de milho e soja na dieta por coprodutos do biodiesel tais quais,
tortas e farelos, podem fornecer teores satisfatorios de energia e proteina em
atencdo aos teores preconizados na literatura, com respostas desejaveis para os
parametros fermentativos, sem comprometer o consumo voluntario, com boa
digestibilidade, e sem causar efeitos clinicos negativos.

O comportamento dos coprodutos devera ser similar a alimentos tradicionais,
e néo deverao comprometer a capacidade de degradagao exercida pela comunidade
microbiana, assim como seu crescimento. O aporte de nutrientes devera ser
satisfatério em qualidade e quantidade para o bom funcionamento do sistema

fermentativo.
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1.2 Objetivos

Determinar o potencial nutricional dos farelos de algodao, canola, girassol e
soja, e das tortas de macauba, mamona, nabo forrageiro e pinh&do manso, os
principais coprodutos gerados pela industria produtora de biodiesel, bem como os
efeitos sobre a degradabilidade e parametros da cinética fermentativa entérica
através de ensaios in vitro.

Determinar a digestibilidade aparente dos nutrientes, o balango energético e
proteico, efeitos sobre os parametros fermentativos, e as emissées de metano em
dietas formuladas com o uso de coprodutos do biodiesel em substituicdo total a soja

e parcial do milho através de ensaios in vivo.
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2 Producgao Sustentavel: Integracao Energia e Alimento
2.1 Crescimento populacional e suas implicagoes

Dentre os grandes desafios para o século XXI esta a capacidade em atender
a demanda por alimentos e a energia a ser gerada pela elevagdo da populagéo
global para 9 bilhées de habitantes, projetada para ocorrer até a metade do século
(ERICKSEN; INGRAM; LIVERMAN, 2010; BRIDGE et al., 2018). No cenario atual a
producado total de alimentos é superior a demanda (SCHANES; STAGL, 2019), no
entanto a ma distribuicdo e o desperdicio permitem que, aproximadamente,
821 milhdes de pessoas estejam na linha da desnutricdo, tendo insatisfatérios os
niveis de ingestdo de macro ou micronutrientes (FAO, 2018).

De acordo com Mottet et al. (2018) o desenvolvimento tecnoldgico, a elevagao
da renda familiar e a capacidade migratoria estdo diretamente ligados ao
crescimento populacional. Assim como o crescimento populacional eleva a demanda
por itens de subsisténcia, o desenvolvimento econdmico promove aquisicdo de
recursos tecnoldgicos, o que aumenta a demanda por bens de consumo, acelera a
industria e demanda mais recursos energéticos (CHU; MAJUMDAR, 2012; LIEDER,;
RASHID, 2016).

Entre a revolucdo industrial e o inicio do século XXI, a populacdo mundial
cresceu em 7 vezes seu numero inicial, com aceleracdo da taxa de crescimento em
2% ao ano a partir da segunda metade do século XX, desacelerando para 1,1%
somente no inicio da atual década (LEE, 2011). Para Foley et al. (2005), a alta
demanda por alimentos foi atendida devido ao desenvolvimento agronémico
conhecido como “revolugdo verde”, cujo desenvolvimento de cultivares de alto
rendimento, aplicacdo de fertilizantes, implantacdo de irrigagdo, mecanizagao,
controle de pragas e a exploragdo de novas areas agricultaveis elevaram a
produtividade no campo. Desde entdo a producdo mundial de alimentos aumentou
145% entre 1960 e a virada do século, com destaque para América Latina e Asia
com 200 e 280% de aumento, respectivamente (EVENSON; GOLLIN, 2003;
PRETTY, 2008).

Para o mesmo periodo a demanda energética global sofreu grande elevagéao.
O consumo de energia primaria passou de 50 gigajoules per capta, para
530 exajoules (equivalente a 5,3 x10" gigajoules) (WILSON; GRUBLER, 2011), a

qual foi atendida de forma majoritaria por combustiveis fésseis (86%), sendo carvéo
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mineral, gas natural e produtos petroliferos as principais fontes energéticas
exploradas (ABAS; KALAIR; KHAN, 2015).

O desenvolvimento econémico e tecnolégico tem sido responsavel pela
elevacdo da qualidade de vida da sociedade, facilidade no acesso a recursos
basicos e, principalmente, a elevacdo da expectativa de vida (CERVELLATI;
SUNDE, 2005). No entanto, a massiva exploragdo de recursos naturais para
alimentar o desenvolvimento tecnolégico e populacional trouxe como 6nus a
elevacdo da temperatura média do planeta, mudancas no regime de chuvas,
aumento na incidéncia de periodos de extrema seca e fendmenos naturais
extremos, elevagdo na concentragdo dos gases de efeitos estufa, decréscimo na
qualidade do ar, entre outros disturbios climaticos, os quais sdo atribuidos em sua
maioria aos produtos da queima de combustiveis fésseis € a mudancgas no uso da
terra (RAUPACH et al., 2007; KIELLSTROM; MCMICHAEL, 2013; WHEELER; VON
BRAUN, 2013).

Logo, a expansao da produgao agricola devera permear caminhos diferentes
aos realizados no passado, uma vez que as mudancas climaticas requerem cada
vez mais a preservacao de ecossistemas e florestas nativas, (GODFRAY et al.,
2010; GODFRAY; GARNETT, 2014; MOTTET et al., 2018), portanto, diferentes
alternativas deverao ser exploradas para que seja possivel a expansao da produgéo
de alimentos, cuja demanda podera exigir o dobro da produgao atual nos proximos
30 anos (FAO, 2018).

Do ponto de vista energético, a capacidade excedente da produgdo de
petroleo (spare capacity), este parametro indica a capacidade de suprimento da
demanda energética global para 30 dias, caso ndao fosse mais possivel a extragéo
de petrdleo, a qual historicamente sempre obteve niveis crescentes, mas passou a
cair, atingindo em 2003 o volume de 2,8% (AZADI et al., 2017), o que reforga a
necessidade em gerenciar de forma eficiente os recursos de natureza finita (fontes
nao renovaveis de energia), além da ampliagcdo na exploragdo de recursos
energéticos renovaveis. Caso contrario novos cenarios de desabastecimento
poderédo ocorrer (CHU; MAJUMDAR, 2012; GUO; SONG; BUHAIN, 2015).

2.1.1 Fundamentos da Seguranc¢a Alimentar
A existéncia da “seguranca alimentar” € definida como a capacidade de todas

as pessoas, em todos os momentos, terem acesso fisico e econdmico a alimento
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seguro e nutritivo, em quantidades suficientes para atingir o aporte diario de
nutrientes para uma vida ativa e saudavel (FAO, 1996), fundamentada na
disponibilidade, acessibilidade, utilidade e estabilidade dos recursos alimentares
(ABORISADE; BACH, 2014).

Atribuir a industria a maior fragdo possivel do alimento cultivado favorece a
ampliagcado da disponibilidade de alimentos. Por outro lado, a aplicagdo de culturas
agricolas em diferentes setores sem fins alimentares, perdas por ineficiéncia no
processamento pela industria de alimentos, desperdicio por ma conservacao,
transporte inadequado e a ocorréncia de eventos climaticos extremos, atuam no
sentido oposto (TILMAN et al.,, 2011; ALEXANDER et al., 2017). A reducédo da
disponibilidade também influencia o preco dos alimentos pelo préprio mecanismo de
demanda e oferta, restringindo nédo s6 de forma numérica, mas também econémica
a acessibilidade ao alimento nas classes menos favorecidas da sociedade
(ABORISADE; BACH, 2014).

A acessibilidade por sua vez é influenciada de forma direta pelos custos de
producao e distribuicdo; logo a comercializagdo da produgao a nivel local favorece o
acesso a alimentos mais frescos, nutricionalmente melhores e financeiramente
viaveis a populacdo, além de reduzir desperdicios ocasionados pelo transporte em
longas distancias (BUREAU; SWINNEN, 2018; STEPHENS; JONES; PARSONS,
2018).

O preco das commodities ndo sofreu grandes variagdes desde o periodo da
expansao agricola, com exceg¢ao a eventos pontuais tais qual a recessdo econémica
global ocorrida em 2008 e também o desabastecimento do petroleo em 1973
(GODFRAY et al., 2010). Segundo Piesse e Thirtle (2009) o petrdleo atua
diretamente no preco dos alimentos, uma vez que os implementos, insumos
agricolas e toda cadeia logistica sdo dependentes do mesmo, ressaltando que a as
quedas no preco do barril desde 2006, tem contribuido para disponibilidade,
acessibilidade e manutencao no preco dos alimentos.

No entanto, além da disponibilidade e acesso, € de fundamental importancia a
boa utilizagdo dos alimentos para que possam ser atingidos os niveis minimos para
a boa manutencdo da saude (MCCARTHY et al., 2018; PROSEKOV; IVANOVA,
2018). De acordo com a FAO (2018) o consumo de alimentos ultraprocessados e
deficientes nutricionalmente tem promovido o efeito “fome oculta” no qual a

deficiéncia na absor¢do de minerais e proteinas tem elevado a ocorréncia de
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anemia, o subdesenvolvimento de criangas e aumento na populagédo obesa, além do
efeito materno-descendente cuja deficiéncia nutricional é refletida na redugdo da
qualidade do leite materno e tem elevado o numero de recém-nascidos abaixo do
peso ideal.

O dultimo pilar é a estabilidade, a qual permeia entre a disponibilidade,
acessibilidade e utilidade, onde o equilibrio entre estes trés pilares € o que garante o
acesso de todos em todos os momentos (ABORISADE; BACH, 2014). Para tal é
exigida a participagao de politicas publicas que possam permitir a suplementagao de
bens essenciais a populacgéo, cuja producdo regional seja insuficiente ou inexistente,
assim como evitar o repasse de custos excepcionais (GODFRAY et al., 2010;
BUREAU; SWINNEN, 2018).

2.1.2 Desenvolvimento sustentavel e promogao da segurancga alimentar

A extensdo das areas agricolas ou a intensificagdo das areas ja existentes
sdo alternativas discutidas para elevar a producdo de alimentos (TILMAN et al.,
2011), no entanto, promover mudangas no uso da terra e substituir areas de mata
nativa por agricultura ndo atende aos ideais ambientais, tidos como fundamentais
para desacelerar as alteragdes climaticas ja recorrentes (WHEELER; VON BRAUN,
2013).

Para o desenvolvimento agricola sustentavel sédo exigidas praticas que
busquem a melhoria dos sistemas ja existentes, que sejam capazes de elevar a
produtividade sem o dispéndio de novas areas, destinando areas inexploradas a
conservagao ambiental e desenvolvimento urbano (LAMBIN; MEYFROIDT, 2011).

Embora a producido de alimentos tenha apresentado alta produtividade nas
ultimas quatro décadas, com produgédo superior a atual demanda (SCHANES;
STAGL, 2019), é reconhecida a existéncia de areas com baixa produtividade, onde a
falta de acesso ao conhecimento, cultivares de alto rendimento, mecanizagao,
manutencgao do solo, aplicacao correta de insumos, infraestrutura hidrica e recursos
financeiros, acabam sendo determinantes para alta produtividade do sistema
agricola (GODFRAY et al., 2010).

De acordo com Cash et al. (2003) os desafios estabelecidos para o
desenvolvimento sustentavel devem ser pautados no conhecimento cientifico ja
estabelecido, e é necessario cada vez mais investimento em ciéncia e tecnologia

para garantir longevidade aos recursos naturais. Devera também ser amplamente
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explorada a transferéncia do conhecimento académico ao campo, a adocédo de
praticas fundamentadas no conhecimento cientifico promovera melhores
rendimentos em areas ineficientes, garantindo maior produgéo e sustentabilidade do
sistema (TILMAN et al., 2011).

Além da melhora na eficiéncia dos sistemas produtivos, reduzir a participagéo
de alimentos como matéria-prima em processos industriais cujo produto final n&o
tenha finalidade alimentar e substitui-los por culturas agricolas que nao sejam
humanamente comestiveis, elevara a disponibilidade de alimentos (WEST et al.,
2014). De acordo com Kummu et al. (2012) da produgéo total de alimentos, 66% s&o
destinados a alimentagdo humana, no entanto, 16% s&o desperdicados na proépria
cadeia de distribuicdo e ndo chegam ao consumidor, 6% s&o destinados a fins ndo
alimentares, incluindo a producdo de bioenergia e o restante € empregado na
produgao animal.

A producédo de biocombustiveis de primeira geragcédo, a base de alimentos,
caminha em sentido oposto a seguranga alimentar; diferentes culturas sem
caracteristicas alimentares tém sido exploradas para evitar a dependéncia por
alimentos, uma vez que a disponibilidade devera encolher nas proximas décadas
(ATABANI et al., 2012). Além da exploracdo de diferentes culturas, a utilizagdo de
residuos e descartes de diversos setores como matéria-prima para a geragao de
bioenergia, sera capaz de estabelecer um paralelo positivo ao desenvolvimento
sustentavel, seguranga energética e seguranga alimentar (VIRMOND et al., 2012;
MAMMA; CHRISTAKOPOULOS, 2014).

Diferentemente da produgcdo de bioenergia, a produgdo animal oferece
alimentos de alto valor nutritivo tais quais, carne, leite e ovos (compreendendo
ruminantes e monogastricos), importantes fontes de minerais, aminoacidos
essenciais e vitaminas do complexo B; elementos com alta biodisponibilidade na
proteina animal e fundamentais para o desenvolvimento cognitivo e manutengao da
saude (ABBASPOUR; HURRELL; KELISHADI, 2014; PERIGNON et al., 2018). No
entanto, a conversao alimentar, quantidade de quilocalorias (kcal) necessarias para
geracédo de 1 kcal, é relativamente baixa (16:1 e 3:1, para carne bovina e aves,
respectivamente) o que revela a necessidade em elevar a eficiéncia dos sistemas de

producao para melhor aproveitamento dos recursos (CHEN et al., 2014).
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Todo este cenario abre espaco para a integracdo de diferentes setores,
diferentes cadeias deverao estabelecer relagdes para viabilizar a maxima exploragao
do potencial contido nos recursos naturais, promovendo o desenvolvimento
sustentavel (LE BLANC, 2015). Neste sentido, explorar todo o potencial de culturas
ja empregadas em setores competitivos a producdo de alimentos, visando maior
produtividade das cadeias e sempre que possivel, oferecendo aplicacbes que
possam auxiliar a seguranga alimentar, passam a ser medidas fundamentais
(JORDAN et al., 2007; KARMEE, 2016).

2.2 O uso de Biodiesel como fonte renovavel

Com a crescente demanda por energia, diferentes fontes energéticas tém sido
exploradas como alternativa aos combustiveis fosseis. Entre elas destaca-se o
crescimento na producdo de biodiesel (SINGH; SINGH, 2010), atribuido a sua
versatilidade, podendo ser produzido por uma ampla gama de fontes oleaginosas
(NIGAM; SINGH, 2011).

Estas fontes s&o divididas em duas categorias, as de primeira geracgao,
compostas por culturas aplicaveis a alimentagdo humana sendo as principais,
amendoim (Arachis hypogaea L.), colza (Brassica napus), gergelim (Sesamum
arientale), girassol (Helianthus annuus), milho (Zea mays), palma (Elaeis
guineenses) e soja (Glycine max), e as de segunda geragao, compostas por sebos e
gorduras viscerais de origem animal, éleo residual e de fritura, e plantas oleaginosas
nao comestiveis. Destacam-se, algodao (Gossypium spp. L.), babagu (Orrbygnya
speciosa), macauba (Acrocomia aculeata), mamona (Ricinus communis), nabo
forrageiro (Raphanus sativus), pinhdo manso (Jatropha curcas) e sésamo
(PALMERI; CAVALLARO, 2010; ATABANI et al., 2013; BART; KNOTHE; RAZON,
2017).

Dos custos totais para producdo de biodiesel estima-se que 75% estejam
diretamente ligados a aquisicdo da matéria-prima, fatores tais quais, a produgdo em
larga escala, alta mecanizagéo, logistica estabelecida, garantia de abastecimento, e
a capacidade de armazenamento sem perda de qualidade, contribuem para redugao
dos custos. O que explica a produ¢ao maijoritaria de biodiesel a partir de oleaginosas
de primeira geracao (ATABANI et al., 2012; MARWAHA et al., 2018).
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Além de caracteristicas agronémicas, parédmetros fisico-quimicos s&o
fundamentais na escolha da matéria-prima. As oleaginosas com alta viscosidade e
excesso de acidos graxos saturados, exigem o acréscimo de processos industriais,
0 que encarece os custos e reduz a competitividade do biodiesel (PINZI et al., 2009;
PINZI; PILAR DORADO, 2012).

Com base no uso massivo de oleaginosas do género alimenticio surge o
conceito de biorefinaria, o qual procura estabelecer solugdes que contribuam para
geracdo de novos recursos (bens de valor agregado) utilizando os residuos da
producdo (proteinas, carboidratos, lipideos e etc.) como matéria-prima para
produgao de quimicos, suplementos, combustivel, materiais estruturais, entre outros,
procurando estabelecer um processo analogo ao da cadeia petrolifera (CHERUBINI,
2010).

Portanto, ndo sé a diversificacdo de matérias-primas podera contribuir para
elevar a disponibilidade de alimentos, mas o estabelecimento de mecanismos que
possam utilizar os residuos produzidos como insumos para a producao de alimentos
(VALENTINE et al., 2012).

2.2.1 Transesterificacao, o processo que da origem ao biodiesel

O uso de dleos vegetais in natura como combustivel ndo € viavel devido a alta
viscosidade, teor de acidez, excesso de humidade e grande quantidade de acidos
graxos livres. Estas caracteristicas danificam os motores, empobrecem a combustéo
e dificultam o funcionamento em locais de clima temperado, além de dificuldades no
armazenamento devido a formagdo de gomas, resultantes dos processos de
polimerizagcao e oxidagao (SINGH; SINGH, 2010).

O processo de transesterificacdo foi uma alternativa adotada para conferir aos
oleos propriedades fisicas compativeis aos combustiveis. Esta reagédo (Figura 2.1) é
capaz de romper ligagdes entre ésteres e o glicerol; a molécula de alcool cede a
hidroxila para substituir o éster removido, enquanto o radical do alcool (1 ou
2 carbonos) se une ao éster, formando um metil ou etil-éster (R-éster). Para cada
molécula de triacilglicerol sdo formados trés R-ésteres e um glicerol (razdo molar
alcool:triacilglicerol = 3:1). Como resultado a fragdo mais pesada (glicerol) é
removida, o peso molecular é reduzido a 1/3 e a viscosidade passa a ser similar ao
diesel (KNOTHE; KRAHL; VAN GERPEN, 2010).
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Logo, o biodiesel é definido como um biocombustivel gerado pela alcoodlise
de triacilglicerois, formagdes entre ésteres de acidos graxos e glicerol (propano-
1,2,3-triol), podendo ser de origem vegetal ou animal, junto a alcoois de baixo peso
molecular (metanol e etanol, principalmente) e um catalisador quimico (acido ou
basico) ou enzimatico (KNOTHE, 2010; LUQUE; MELERO, 2012).

Figura 2.1 — Representacdo da reagao de transesterificagdo e seus respectivos

produtos
O
| i
CH,-O-C-R, ”
R-O-C-R,
CH,-OH
(0] (0]
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3 1
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R-O-C-R;
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R-ésteres
Triglicerol

Fonte: Adaptado (ULLAH et al., 2018).

Apos transformado, o biodiesel pode ser utilizado na forma integral (B100), ou
por meio de misturas ao proprio diesel. Caracteristicas fisico-quimicas como maior
octanagem, alto ponto de fulgor, lubricidade e numero de cetano, sao favoraveis a
sua integracado ao diesel. Esta adicdao tem sido explorada em varios paises como
forma de melhorar as caracteristicas do diesel menos eficiente (Diesel N°2), o qual
possui baixo teor de lubricidade, 0 mesmo problema obtido na producéo do diesel
com baixo teor de enxofre (S10, no Brasil). Pequenas adi¢des de biodiesel entre 1 e
3% séo suficientes para adequar este parametro (KNOTHE; KRAHL; VAN GERPEN,
2010; KANNAN; ANAND, 2012).
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2.2.2 Politicas publicas para producgao de biodiesel no Brasil

A produgédo de biodiesel no Brasil teve seu marco inicial através do Programa
Nacional de Producdo de Oleos Vegetais para fins Energéticos (PROOLEO),
primeiro programa brasileiro criado para o desenvolvimento de um biocombustivel
compativel ao diesel, seguido pelo Programa de Oleos Vegetais (OVEG), criado
para avaliar o desempenho de combustiveis alternativos em motores a diesel.
(PINHO; TEIXEIRA, 2016).

Ambos os programas foram impulsionados pela crise mundial do petréleo e
perderam forca assim que o mercado se estabilizou, sendo desativados em pouco
tempo. O pais voltou a instituir medidas com o mesmo objetivo somente apds a
virada do século, com a criagdo do Programa Nacional de Produgédo e Uso de
Biodiesel (PNPB), promulgado pela Lei N°11.097, de 13 de janeiro de 2005
(OLIVEIRA et al., 2010). O programa tinha como objetivo estabelecer o mercado de
biodiesel no pais, para ter como beneficio a reducdo ao numero de exportacdes de
petroleo, assim como diversificar a matriz energética nacional (NOGUEIRA et al.,
2016).

Como estratégia para gerar demanda e impulsionar investimentos para o
desenvolvimento do setor, foram estabelecidas metas de acréscimo ao diesel
comercializado em todos o pais, adotando de forma compulséria 2% (conhecido
como B2) entre os anos de 2005 e 2007, tornando obrigatério pelos anos seguintes
(USHER et al., 2014). De forma gradativa os teores foram elevados até atingir 10%
em 2018, com predeterminagcdo para 15% até 2023, caso sejam satisfatorios os
testes desenvolvidos pelo Instituto Nacional de Pesquisas Energéticas (BRASIL,
2017).

Além do viés econdbmico, o PNPB também abrange dois importantes pilares
da sustentabilidade, o ambiental e o social. Do ponto de vista ambiental o programa
se debruga sobre as redugdes inerentes ao uso de biodiesel nas emissdes de gases
de efeito estufa, assim como a ampliagdo da participagdo dos biocombustiveis na
matriz energética nacional, garantindo o cumprimento de metas de diversificagao,
seladas em acordos internacionais (MORENO-PEREZ; MARCOSSI; ORTIZ-
MIRANDA, 2017).

Com objetivo de promover o desenvolvimento regional de pequenas
comunidades e integrar a agricultura familiar e pequenos agricultores, o PNPB

desenvolve uma estratégia mercadoldgica através do desenvolvimento de uma
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certificacdo, o Selo Combustivel Social (SCS). Esta certificagdo utiliza como
ferramenta a estrutura ja existente junto ao Programa Nacional de Fortalecimento da
Agricultura Familiar (PRONAF), onde agricultores e comunidades agricolas com
interesse em se unir ao programa, podem requisitar a declaracado de aptidao ao
PRONAF (DAP) e estabelecer contratos com unidades produtoras de biodiesel para
compra antecipada de sua producgao agricola (NOGUEIRA et al., 2016).

Para garantir a compra da producado destes pequenos agricultores o SCS
estabelece para cada regidao do pais diferentes niveis de inclusdo para oleaginosas
provenientes de agricultura familiar, o Norte e Centro-Oeste 15%, Sudeste e
Nordeste 30%, e Sul 40%. As unidades produtoras certificadas com SCS passam a
obter como beneficio a oferta de seus produtos de forma prioritaria nos leildes
promovidos pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), aléem da reducédo de encargos fiscais (PIS/PASEB e COFINS) e acesso
facilitado a linhas de crédito. As unidades também ficam responsaveis pela oferta de
aporte tecnoldgico e assisténcia técnica para a melhoria no rendimento agronémico
dos pequenos agricultores, além de garantir a compra prévia de toda produgéo
(NOGUEIRA et al., 2016; MARCOSSI; MORENO-PEREZ, 2018).

2.2.3 Producao brasileira e a diversificagao de fontes oleaginosas

O Brasil ocupa atualmente o posto de segundo maior produtor de biodiesel no
mundo, responsavel por 11% da produg¢ao mundial, antecedido por Estados Unidos
da América com 16% e precedido por Alemanha com 9%. A producgao brasileira foi a
gue mais cresceu no ultimo senso publicado pela Renewable Police Network for the
21st Century (REN21), atingindo o recorde de produgao com, aproximadamente, 4,3
bilhdes de litros produzidos (Figura 2.2), um crescimento de 13% em comparagéo a
producéo do ano anterior (ANP, 2018; REN21, 2018).
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Figura 2.2 — Producgao de biodiesel (B100) no Brasil entre os anos de 2005-2017 em

metros cubicos
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Fonte: Elaborado a partir de dados de ANP (2016) e ANP (2018).

A participagao de culturas regionais bem adaptadas as condi¢des climaticas
das regides norte e nordeste do pais eram a aposta inicial para diversificar a base da
producgao brasileira de biodiesel, com destaques para a mamona, palma e o carogo
de algodédo. Estas culturas seriam empregadas como consequéncia a adesao de
pequenos agricultores ao SCS, cuja meta era estimada em 200 mil adesdes, o que
atuaria diretamente no desenvolvimento social e fortalecimento da economia local,
assim como reduziria a dependéncia do setor a uma unica cultura oleaginosa
(RIBEIRO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019).

No entanto, os resultados obtidos nao atingiram a expectativa inicial, a
participagdo no programa obteve em seu apice um total de 104.295 adesdes (Figura
2.3), numero pouco acima da metade da meta prevista (MARCOSSI; MORENO-
PEREZ, 2018). Assim como mamona e palma ndo obtiveram grande sucesso,
representando menos de 1% das oleaginosas aplicadas no setor desde o
estabelecimento da obrigatoriedade do B2 até o ano de 2015 (CREMONEZ et al.,
2015; NOGUEIRA et al., 2016).
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Figura 2.3 — Numero de familias fornecedoras de matéria-prima para o PNPB entre
os anos de 2008-2015
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Fonte: Adaptado de Marcossi e Moreno-Pérez (2018).

O que podemos observar a partir desta divisdo entre a produgédo de 2017 e
2016 (Figura 2.4) é uma redugédo drastica do uso do caro¢o de algodao (- 69%),
aumento de 16% para as gorduras animais e a soja permanece como principal
cultura processada, responsavel pela producdo de 72% do biodiesel brasileiro. No
entanto, a participagdo de outros materiais graxos passou a ser a categoria com
maior crescimento (260%), porém, ndo €& possivel precisar quais culturas obtiveram
maior representatividade neste montante. Em 2017 esta categoria foi responsavel
por 11% da producdo nacional, cenario bem distante dos 3,5% em 2016
(ANP, 2018).
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Figura 2.4 — Matérias-primas utilizadas na produgao de biodiesel entre os anos de
2016-2017
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Fonte: Elaborado a partir de dados de ANP (2018).

A antecipacéo da inclusdo de 10% de biodiesel ao diesel comercial (BX) em
2018, anteriormente prevista para 2019, a nova proposta de integrar o B15 em 2023,
e o langamento do RenovaBio, programa que tem como meta garantir que 18% da
matriz energética nacional seja representada por biocombustiveis, trardo como
consequéncia a necessidade em explorar diferentes culturas para atender a
crescente demanda tracada (BRASIL, 2017; GRASSI; REN21, 2018; SOUZA;
SEABRA; NOGUEIRA, 2018; PEREIRA, 2019).

2.3 Ruminantes e promog¢ao da seguranga alimentar

Ruminantes possuem a capacidade de degradar fibras vegetais devido a
simbiose evolutiva entre o hospedeiro a ampla comunidade microbiana residente no
rumen, composta principalmente por fungos, bactérias, protozoarios e archaeas
(BERCHIELLI, 2011).

Estes microrganismos possuem um complexo enzimatico capaz de hidrolisar
fragbes da parede celular, promovendo a quebra de ligagdes glicosidicas na celulose
(B-1,4); este mecanismo libera mondémeros de glicose que s&o absorvidos e
transformados em energia para manutengdo do sistema biolégico e producdo de
produtos proteicos (carne ou leite) (VARGA; KOLVER, 1997; HUWS et al., 2018). O

que confere ao ruminante a capacidade de transformar fibras sem caracteristicas
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nutritivas a humanos em proteina de alta qualidade, indispensavel para o
desenvolvimento humano (WILKINSON; LEE, 2018).

Devido as suas dimensdes continentais, a produ¢ao de ruminantes no Brasil é
desenvolvida sob o sistema de criacdo extensivo, constituido em sua maioria por
forragens tropicais de ciclo fotossintético C4 (BEZERRA et al., 2018). Dentro deste
sistema as forragens atuam como a principal fonte de nutrientes para o
desenvolvimento e manuteng¢ao dos animais (WILKINSON; LEE, 2018).

No entanto, em regides tropicais a existéncia de periodos de baixa
precipitagcdo (seca) e grande elevagdo da temperatura promovem mudangas na
fisiologia da planta, o que estimula maior producdo de material lignificado (para
sustentagdo da planta) e menor producdo de massa vegetal (redugdo da taxa de
crescimento) (BEZERRA et al.,, 2018). Estes fatores contribuem para reducéo da
qualidade nutricional da forragem, afetando a disponibilidade da proteina (LEE et al.,
2017).

De acordo com GRABBER et al. (2009) a degradag¢ao da hemicelulose pode
ser reduzida em até 37%, assim como o periodo entre a colonizagdo e inicio da
degradacgao da celulose (lag time) pode ser elevado em 12 vezes, para forragens
com maior concentragao de lignina, reduzindo a capacidade fermentativa do rumen.
Forragens com elevada quantidade de carboidratos estruturais favorecem a
producao de metano, ao disponibilizar maiores concentragdes de H2no rumen, o que
representa perdas energéticas e reduz a eficiéncia do sistema fermentativo (VARGA,;
KOLVER, 1997; LEE et al.,, 2017). Como consequéncia a baixa digestibilidade
destes alimentos, reduz o ganho em peso, eleva o periodo de terminagédo e, por
consequéncia, as emissoes de gases de efeito estufa (MCLENNAN et al., 2017;
HABERMANN et al., 2019).

Estima-se que, da produgdo antropogénica total de gases de efeito estufa, a
producdo animal seja responsavel por 14,5% (RIPPLE et al., 2013), dos quais 43%
seja representado pelo metano (CHa), 27% por didxido de carbono (COz2) e 29% por
oxido nitroso (N20), sendo a fermentagcdo entérica a principal responsavel pela
producdo de CHs e CO2, e excregdes (urina e fezes) pela produgcdo de N20
(HERRERO et al., 2016).

De acordo com Thornton e Herrero (2010), Llonch et al. (2017) e Vendramini
e Moriel (2018), a suplementacao da dieta € uma estratégia com ampla flexibilidade,

cujo fornecimento de alimentos ricos em carboidratos soluveis e o aporte adequado
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de nutrientes, favorecem a maior eficiéncia do sistema ruminal, elevando a produgao
de produtos tais quais, leite e carne e, por consequéncia, mitigando as emissdes do

sistema por kg de produto gerado.

2.3.1 Coprodutos do biodiesel e 0 uso na nutricao de ruminantes

A produgédo de biodiesel € responsavel pela geracao de produtos secundarios
gerados em eventos anteriores e posteriores ao processo de transesterificacéo
(KNOTHE; KRAHL; VAN GERPEN, 2010). Destacam-se as produc¢des de glicerina
bruta, aguas residuais (contendo acidos graxos de cadeia curta, sabdes e metanol) e
tortas e farelos (OZDEMIR; HARDTLEIN; ELTROP, 2009; KOLESAROVA et al.,
2011).

E de fundamental importancia para a competitividade do biodiesel o
abatimento nos custos de producdo. A aplicagdo de produtos secundarios em
processos que posam garantir sua conversdo em produtos de valor agregado atribui
o conceito de “coproduto”, satisfazendo ndo sé o viés econdmico, mas também
ambiental (ZHANG, 2011). Muitos destes coprodutos possuem caracteristicas que
permitem o desenvolvimento de biomateriais, produtos quimicos e insumos para o
setor de cosméticos, todas as aplicagcdes de alto valor agregado (TUCK et al., 2012).

Além do alivio ao uso de recursos naturais escassos e abatimento de custos,
também sao exploradas op¢des que possam contribuir para a seguranga alimentar,
neste sentido, o uso de tortas e farelos tem sido sugeridos como substituto a
suplementos tradicionais na nutricdo de ruminantes (MAKKAR, 2012).

Estes coprodutos s&o produzidos durante o processo de extracido do 6leo, o
qual pode ser realizado por prensagem (extragdo mecanica) dando origem a torta
(matéria organica com Oleo residual) ou por meio da aplicagdo de solventes
(extragcdo quimica), gerando o farelo (com menor percentual de oleo residual)
(LUQUE; MELERO, 2012).

De acordo com Abdalla et al. (2008) e Carrera et al. (2012) ao avaliarem
diversas tortas e farelos de diferentes culturas oleaginosas, observaram
caracteristicas nutricionais que permitiam hipotetizar o seu uso como substituto a
farelos tradicionais utilizados como suplemento alimentar, devido ao conteudo

proteico destes coprodutos (Tabela 2.1).



42

Tabela 2.1 — Rendimento agronémico, oleaginoso de culturas com potencial para
producao de biodiesel e conteudo proteico do coproduto da extragcao de dleo

Cultura Produtividade Producao de éleo Teor de proteina (%)
(kg/ha) (kg/ha)
Colza (canola) 1800 684 34
Caroco de algod&o 1800 270 45
Gergelim 1000 390 38
Girassol 1600 672 21
Macauba 28000 5000 37
Mamona 1500 660 41
Nabo forrageiro 500 145 36
Pinhdo manso 8000 3200 43
Soja 2200 418 45

Fonte: Elaborado a partir de dados de Abdalla et al., 2008 e Carrera et al., 2012.

Devido a constituicdo dos suplementos tradicionais ser a base de milho e
soja, em sua maioria, a substituicdo pelos coprodutos do biodiesel favorece uma
importante alternativa a sustentabilidade de ambos os setores, reduzindo a
competicao por alimentos humanos (SCHADER et al., 2015).

Apesar do conteudo proteico satisfatério, algumas culturas oleaginosas
possuem fatores antinutricionais indesejaveis, destacando-se o pinhdo-manso, a
mamona e o carogo de algodao, devido a presenga de ésteres de forbol, ricina e
gossipol, respectivamente (MAKKAR; SIDDHURAJU; BECKER, 2007).

A presenca destes compostos exige a aplicagdo de tratamentos
detoxificantes, destacando-se os tratamentos térmicos, quimicos e fisicos, sendo
possivel também o uso da irradiacdo. Estes tratamentos permitem a reducido a
niveis aceitaveis de ingestdo sem que haja presenga de efeitos negativos ao
metabolimso, deixando de inviabilizar a aplicagdo destes coprodutos (MAKKAR,
2008; DUBOIS et al., 2013; AKANDE; ODUNSI; AKINFALA, 2016; MAKKAR, 2016).

Diferentemente do éster de forbol e a ricina, cujos efeitos no metabolismo
animal sdo severos podendo causar até mesmo a morte, e sendo necessaria a
detoxificagdo antes da oferta anos animais (AKANDE; ODUNSI; AKINFALA, 2016;
SOUZA et al., 2018), o gossipol pode ser detoxificado pelo proprio metabolismo dos
ruminantes (PAIM et al., 2014).

O gossipol € um composto fendlico metabolizado pelo algodoeiro como
defesa as pragas e predadores, podendo ser encontrado na forma livre (gossipol

livre, GL) a qual é biologicamente ativa e encontrada em maior abundancia no gréo
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integral. O GL possui grande afinidade por bases nitrogenadas interagindo
principalmente com proteinas, o que lhe confere caracteristicas toéxicas. Por outro
lado, o grao quando processado promove a exposi¢do da molécula do gossipol, que
pode se complexar por ligacdo covalente a aminoacidos ou sofrer oxidagao,
tornando-a indisponivel biologicamente (gossipol ligado). Esta forma também é
encontrada naturalmente no grao integral, porém em pequenas quantidades
(GADELHA et al., 2014).

O conjunto de pré-estomagos nos ruminantes, mais especificamente o rumen,
€ capaz de promover ligagdes entre as proteinas soluveis presentes no meio com
gossipol na forma livre, tornando o composto indisponivel biologicamente de forma a
nao interagir no sitio de absorgdo do intestino, deixando de apresentar efeitos
toxicolégicos (ZHANG et al., 2007).

No entanto, apesar de condigdes mais favoraveis, ruminantes ndo sdo imunes
a acao do gossipol na forma livre; a exposi¢ao a altas concentragdes ou por longos
periodos podem comprometer a capacidade de detoxificacdo, trazendo os mesmos
sintomas clinicos que acometem os monogastricos (RANDEL; CHASE; WYSE,
1992).

Diferentemente do coproduto gerado pela industria algodoeira, que oferta os
graos integrais, cujos niveis de gossipol livre poderiam atingir valores superiores a
14 mg/kg (GADELHA et al.,, 2014), a cadeia produtiva de biodiesel promove a
ruptura dos graos para extracdo dos 6leos; este processo permite maior formagao
de complexos entre o gossipol livre e 0 meio, reduzindo os teores de GL (GUEDES;
SOTO-BLANCO, 2010; LUQUE; MELERO, 2012).

De acordo com Conceigédo et al. (2018) apds extracdo utilizando somente
solvente ou precedida por extracdo mecanica, a presenca de GL pode ser reduzida
para até 0,5 mg/kg. Estes valores permitem considerar este coproduto da produgao
de biodiesel menos téxicos aos animais, conferindo a este uma alternativa viavel a

substituicdo de fontes tradicionais.
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3 Caracteristicas Nutricionais e Cinética Fermentativa In Vitro de Coprodutos
do Biodiesel em Dietas Experimentais para Ovinos

Resumo: O uso de coprodutos do biodiesel € considerado promissor para substituir
integral ou parcialmente alimentos de consumo humano na nutricdo de ruminantes.
Devido a presenca de conteudo proteico e energético do coproduto, € estimulada a
avaliacdo destes coprodutos no ambiente fermentativo para elucidar seus efeitos
sobre a comunidade microbiana e na eficiéncia da fermentagao ruminal. No presente
estudo, foram utilizados os coprodutos de oito culturas oleaginosas tais quais,
algodao (ALG), canola (CAN), girassol (GIR), macauba (MAC), mamona (MAM),
nabo forrageiro (NF), pinhdo manso (PM) e soja como tratamento controle (CON),
objetivando avaliar os parametros fermentativos e seus produtos. As amostras foram
incubadas em garrafas de vidro a 39°C, na presenca de inéculos formulados a partir
do conteudo ruminal de ovinos. Foram avaliados dois periodos de incubagao (PI),
24 e 48 horas (PG24 e PG48). Apés 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16 e 24 horas de incubacgao,
foram mensurados os gases produzidos (NetGP) através da pressao interna de cada
garrafa (PG24); para PG 48 também foram realizadas mensuragdes em 36 e 48
horas. Ap6s cada mensuragdao, foram amostrados os gases produzidos para
determinar a produgcdo de metano (NetCH4). Ao final de cada PI, foi colhido o
conteudo das garrafas para determinar pH, nitrogénio amoniacal (N-NH3) e acidos
graxos de cadeia curta (AGCC). A degradabilidade da matéria organica (DMO) e da
fibra em detergente neutro (DFDN) foi determinada apos tratamento do residuo n&o
degradado com solugao de detergente neutro. O mesmo procedimento foi realizado
para avaliar dietas experimentais contendo coprodutos em substituicdo ao milho
e/ou ao farelo de soja em uma dieta controle: Dietal (60% feno de Tifton (FT),
30% GIR e 10% milho desintegrado (MD)), Dieta2 (60 % FT, 18% GIR, 16% MD e
6% ALG) e DietaCON (60% FT, 28% MD e 12% farelo de soja). Os dados dos
tratamentos foram avaliadas pela analise de variancia considerando os efeitos de
tratamento (Trat), Pl e a interagdo (Trat*Pl) entre os coprodutos (PGCP) e entre as
dietas (PGDT). Em PGCP, nao foram observadas diferencas (P > 0,05) para Trat na
producdo de acetato (C2), AGCC totais (AGCCt) e relagdo acetato:propionato
(C2:C3), embora CON tenha apresentado maior produgdo de propionato (C3) e
butirato (C4), seguido por CAN e NF (P < 0,05). NF e CAN também apresentaram
DMO similar quando comparada a CON (P < 0,0001), assim como para N-NH3
(P < 0,0001). PM apresentou menor NetCH4 por DMO (P < 0,05). PI foi significativo
para C3 e C4 (P < 0,05) com maior producéo para PG48. Com exceg¢ao de NetCH4
por matéria seca (P > 0,05), todos parametros de NetGP e NetCH4 apresentaram
médias superiores para PG48, assim como DMO e DFDN. Para Trat em PGDT néo
houve diferenca para NetCH4, e DietaCON foi superior em todos os parametros de
NetGP, além de DMO e N-NH3. DietaCON foi inferior somente para o fator de
particdo (P < 0,05). Nao foram observadas diferengas para Trat*Pl em todos os
parametros avaliados. Os coprodutos do biodiesel apresentaram parametros
fermentativos similares as fontes tradicionais utilizadas na nutricdo de ruminantes,
podendo substitui-los para favorecer o desenvolvimento sustentavel e a promogéao
da seguranca alimentar.

Palavras-chave: coprodutos, metano, fermentacao entérica, degradabilidade.
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Nutritional Characteristics and In Vitro Kinetics of Biodiesel Coproducts in
Experimental Diets for Sheep

Abstract: Using biodiesel coproducts to replace partially or totally edible food
currently used as feed for ruminants is considered promising. Due to the protein and
energy content, it's been fostered their evaluation at the ruminal environment to
elucidate their effects to microbial community and for ruminal fermentation efficiency.
In this trial, there were assessed eight oilseed coproducts such as, cottonseed (CS),
rapeseed (RS), sunflower seed (SF), macaw palm fruit (MP), castor bean (CB) radish
seed (RD) jatropha seed (JS) and soybean as control treatment (CON), aiming to
evaluate fermentative parameters and its products. Samples were incubated in glass
bottles at 39°C in the presence of inoculum formulated from ruminal content of
sheep. Two incubation periods (IP) were evaluated, 24 and 48 hours (GP24 and
GP48). After 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16 and 24 hours, internal pressure of each glass bottle
was measured to determine the gases produced (NetGP) at 24hs, while for GP48
measurements at 36 and 48 hours were also performed. After each measurement
the gases produced were sampled to determine methane production (NetCH4).
At the end of IP the content of each bottle was collected to determine pH, ammonia-
nitrogen (N-NH3) and short fatty chain acids (SFCA). Organic matter degradability
(OMD) and neutral detergent fiber degradability (NDFD) were determined after
treating the non-degraded residual with neutral detergent solution. The same
procedure was used to evaluate experimental diets containing coproducts as
replacement for corn and/or soy in a control diet: Diet1 (60% Tifton hay (TH), 30% SF
and 10% disintegrated corn (DC)), Diet2 (60% TH, 18% SF, 16% DC and 6% CS)
and DietCON (60% TH, 28% DC and 12% soybean meal). The data were compared
by analysis of variance according to treatment effect (Trat), IP and interaction
(Trat*IP) among coproducts (GPCP) and diets (GPDT). For GPCP differences were
not observed for Trat effect (P > 0,05) for acetate (C2), total SFCA (SFCAt) and the
acetate:propionate ratio (C2:C3); although CON showed higher propionate (C3) and
butyrate (C4) production, followed by RS and RD (P < 0,05). RD and RS also
presented similar OMD compared to CON (P < 0,0001), as well as N-NH3
(P < 0,0001). JS produced lower NetCH4 by OMD (P < 0,05). IP was significant for
C3 and C4 (P < 0,05) with higher production for GP48. Except NetCH4 by dry matter
(P > 0,05), all NetGP and NetCH4 parameters had higher values for GP48, as well as
OMD and NDFD. For Trat in GPDT no significant differences were observed for
NetCH4, and DietCON was superior for all NetGP parameters, as well as OMD and
N-NH3. DietCON was lower only for partition factor (P < 0,05). No differences were
observed for Trat*Pl for all parameters evaluated. Biodiesel coproducts showed
fermentative parameters performance similar to traditional feed sources, indicating to
be able to replace them in order to be favorable to sustainable development and food
security promotion.

Keywords: coproducts, methane, enteric fermentation, degradability.
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3.1 Introdugao

O uso de fontes renovaveis de energia tem sido discutido pelas ultimas
décadas como principal alternativa para mitigar os efeitos da queima de
combustiveis fésseis ao ambiente (GAFFNEY; MARLEY, 2009; GNANSOUNOU et
al., 2009; BURNHAM et al., 2012). Além de reduzir a dependéncia pelos produtos do
petréleo, uma vez que esta é uma fonte finita, ndo renovavel (CZUCZ; GATHMAN;
MCPHERSON, 2010; AZADI et al., 2017) e tem sido altamente explorada para
atender a demanda energética mundial (ABAS; KALAIR; KHAN, 2015).

Neste contexto o Brasil tem sido pioneiro na renovagdo de sua matriz
energética desde a década de 80 (STATTMAN; HOSPES; MOL, 2013), dentre os
biocombustiveis explorados, o langamento do Programa Nacional de Produgao e
Uso de Biodiesel (PNPB) proporcionou ao pais o posto de segundo maior produtor
de biodiesel (OLIVEIRA; COELHO, 2017; REN21, 2018).

Devido a grande diversidade de matérias-primas aplicaveis a producédo de
biodiesel (NIGAM; SINGH, 2011), e a proposta brasileira em elevar a participagao
dos biocombustiveis na matriz energética nacional, para o abatimento de 37% dos
gases de efeito estufa até 2025, novas culturas oleaginosas deverao ser exploradas
(SOUZA; SEABRA; NOGUEIRA, 2018).

Assim como a producao, os residuos da cadeia produtiva deverdo aumentar,
dentre eles ha a possibilidade de utilizacdo das tortas e farelos como suplemento
alimentar na nutricdo de ruminantes, conforme sugerido por Abdalla et al. (2008).
Para os autores, esta aplicagdo permite conferir uma nova funcionalidade e ajudar
na sustentabilidade da cadeia produtiva do biodiesel, agregando valor e abatendo as
pegadas de carbono do setor. Pode também contribuir para a promogdo da
seguranca alimentar (MAKKAR, 2012), ao substituir fontes tradicionais, como o milho
e a soja, empregadas na producdo animal como suplemento proteico e energético
(SCHADER et al., 2015).

Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de utilizar os
coprodutos de oleaginosas de clima temperado e tropical, devido a presenga de
unidades produtoras de biodiesel em todas as regides do pais, sendo estas
oleaginosas ja exploradas ou com potencial de utilizagdo na produgao do biodiesel

brasileiro tais quais, algodao, canola, girassol, macauba, mamona, nabo forrageiro,
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pinhdo manso e soja, como suplemento energético e proteico para a nutrigdo de

ruminantes.

3.2 Material e métodos

Os ensaios foram realizados no municipio de Piracicaba, estado de Sao
Paulo, no Laboratorio de Nutrigdo Animal (LANA) do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA) da Universidade de S&o Paulo (USP), foram avaliadas amostras
de oito culturas oleaginosas, os coprodutos do algodao (ALG), canola (CAN),
girassol (GIR) e soja (CON) na forma de farelo (oriundos da extragao por solvente), e
macauba (MAC), mamona (MAM), nabo forrageiro (NF) e pinhdo manso (PM) na
forma de torta (oriundos da extragdo por prensagem).

As amostras de Pinhdo Manso e Mamona foram obtidas in natura, sendo
necessario realizar a extragao dos 6leos para obtengao de amostra representativa
do coproduto, enquanto as demais oleaginosas ja foram obtidas na forma de
coproduto. Todas as culturas foram avaliadas nutricionalmente por meio da
caracterizagado bromatoldgica, assim como a avaliagdo da degradabilidade potencial
da matéria organica e quantificacdo de metano (CH4) entérico através de ensaio in
vitro de produgéo de gases.

Os ensaios foram divididos em 3 produgdes de gases entre os meses de abril
e junho de 2018, sendo utilizados 5 in6culos formulados pelo conteudo ruminal de
carneiros adultos (4,2 anos + 1,0). Também foi realizada a avaliagéo (3 indculos) de
duas dietas formuladas com o uso de coprodutos selecionados com base nas
performances das primeiras produgdes; estes coprodutos foram empregados como
possiveis substitutos a soja e/ou milho e comparados a um concentrado proteico

comumente utilizado na dieta de ruminantes.

3.2.1 Extracao de 6leo de pinhao manso

As sementes foram obtidas de 2 diferentes localidades, Ribas do Rio Pardo,
Mato Grosso do Sul e Piracicaba, Sao Paulo. Foram homogeneizadas, amostradas e
encaminhadas para o Instituto de Tecnologia em Alimentos (ITAL) na cidade de
Campinas, Sao Paulo para extragcado a quente de 6leos em prensa helicoidal de fluxo
continuo (Scott Tech, modelo ERT 50, Vinhedo, Brasil). Os produtos da extrag&o
(6leo e torta) foram pesados para determinagdo do rendimento (peso/peso) e

encaminhados ao LANA/CENA para analises laboratoriais.
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3.2.2 Extragao de 6leo mamona

As sementes de mamona foram obtidas de 2 diferentes localidades, Lavras,
Minas Gerais e Piracicaba, Sdo Paulo. A extragao foi realizada no LANA/CENA em
prensa hidraulica (Marcon, modelo MPH-15, Marilia, Brasil) com aparato extrator
desmontavel composto por peneiras de ago inox (1,0 mm) e um cilindro de cobre. As
amostras foram separadas em porgdes individuais de 100g (em triplicata) e
prensadas com aplicacdo continua de 7 toneladas de presséo, conforme o material
cedia novas aplicacdes eram realizadas até que houvesse a estabilidade. Apds a
estabilizacdo da pressdo foram aguardados 45 minutos para a liberagao total do
hidraulico. Foram colhidos os dois produtos da extracdo (6leo e torta) para

determinacao do rendimento e analises laboratoriais.

3.2.3 Preparo das amostras

Todas as amostras foram secas em estufa de circulagcdo de ar forgado
(Marconi, modelo MA 037, Piracicaba, Brasil) a 55°C até peso constante, para
determinagcdo da matéria seca (MS). Em seguida foram moidas em moinho do tipo
Willey (Marconi, Piracicaba, Brasil) equipadas com peneiras de crivo a 1,0 mm, e

posteriormente encaminhadas a caracterizagdo bromatologica.

3.2.4 Preparo e moagem da torta de Mamona

Devido ao alto teor residual de dleo da torta de mamona obtida apds a
extragdo em prensa hidraulica ndo foi possivel a moagem convencional (Wiley), o
material foi entdo encaminhado ao Laboratério de Quimica Analitica no CENA para
moagem em moinho criogénico (Spex, modelo SamplePrep 6870, Metuchen, USA).
Porcdes de 25 g (em triplicata) foram submetidas a 5 minutos de pré-resfriamento
em nitrogénio liquido (precool), seguido por 5 moagens de 2 minutos (run time) a
velocidade de 10 ciclos por segundo, intervaladas por 1 minuto de descanso
(breakage). Apds a moagem as amostras foram encaminhadas ao LANA/CENA e
secas em estufa de circulagao de ar forgado (Marconi, modelo MA 037, Piracicaba,

Brasil) para determinagédo da MS.
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3.2.5 Analise bromatolégica

As amostras foram caracterizadas quanto a composi¢cdo bromatoldgica
(Tabela 3.1) de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (2011), para as
determinagées da matéria seca (MS), matéria orgénica (MO), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE) e nitrogénio insoluvel em detergente neutro (NIDN). Para analise
da fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA), as
determinacdes foram realizadas de acordo com Van Soest, Robertson e Lewis
(1991) adaptada por Mertens (2002). Foram utilizados sacos de filtro (Ankom,
modelo F57, Macedon, USA), e analisador de fibra (Tecnal, modelo TE 149,
Piracicaba, Brasil). As amostras desengorduradas recuperadas apos determinagao
de EE em extrator de gordura Goldfish (Tecnal, modelo TE 044, Piracicaba, Brasil)
foram utilizadas para as determinacbes de FDN, FDA e lignina (LIG). Para
determinacdo de FDN foram inclusas a aplicagdes de alfa amilase termoestavel
(2mL) e sulfito de sddio (Na2S0Os, 20 gramas).

Tabela 3.1 — Composi¢cao bromatoldgica das amostras avaliadas no ensaio in vitro
de produgao de gases
Parametros ALG CAN GIR MAC MAM NF PM CON
MS (g/kg MF) 920,8 9179 9106 964,9 981,0 937,0 9359 8829
MO (g/kg MS) 933,2 9243 937,6 9421 956,1 9425 9274 9257
MM (g/kg MS) 66,8 757 624 579 439 575 726 743
EE (g/kg MS) 8,7 25,3 11,5 1329 2989 1188 1118 229
FDN (g/kg MS)  701,8 4518 671,9 5951 6500 599,0 723,8 348,7
FDA (g/kg MS)  460,6 3057 517,7 3839 5596 2816 564,9 2259
LIG (g’kg MS) 2214 157,2 197,0 128,7 431,7 1258 273,9 26,5
HM (g/kg MS) 241,2 146,1 1542 211,2 90,4 3174 159,0 1228
CEL (g/kg MS) 239,2 148,5 320,8 255,2 1279 1558 291,0 1994
PB (g/kg MS) 437,8 372,2 257,2 1251 2526 4029 267,2 479,22
NIDN (g/kg MS) 59,6 395 314 251 486 852 286 77,2

MF = matéria fresca; MS = matéria seca (105°C); MO = matéria organica; MM = matéria

mineralEE = extrato etéreo; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente
acido; LIG = lignina; HM = hemicelulose; CEL = celulose; PB = proteina bruta; NIDN =
nitrogénio insoluvel em detergente neutro; ALG = farelo de algod&do; CAN = farelo de canola;
GIR = farelo de girassol; MAC = torta de macauba; MA = torta de mamona; NF = torta de nabo

forrageiro; PM = torta de pinhdo manso; CON = farelo de soja;
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3.2.6 Elaboracgao das dietas

Foram elaboradas duas dietas experimentais visando a substituicdo total e/ou
parcial de farelos e/ou alimentos provenientes/destinados a alimentacdo humana.
Foram selecionados os coprodutos disponiveis em quantidades suficientes para
conduzir um periodo experimental in vivo de aproximadamente 50 dias, sendo
selecionados os farelos de algodao e girassol devido aos teores de proteina e
caracteristicas de fibra, ambos para substituicdo do milho e do farelo de soja em
dietas contendo 60% de forragem (feno de tifton) e 40% de concentrado (70% de

milho e 30% de farelo de soja).

Tabela 3.2 — Composicédo centesimal e bromatologica do feno, dietas experimentais

e dieta controle

Alimentos Feno Dietas Experimentais Dieta
Dieta 1 Dieta 2 Controle
Composigéo centesimal (%)
Feno de Tifton 85 100 60 60 60
Milho desintegrado - 10 16 28
Farelo de Soja - - - 12
Farelo de Algodao - - 6 -
Farelo de Girassol - 30 18 -
Total - 100 100 100
Composicdo bromatolégica
MS (g/kg MF) 911 911 908 902
PB (g/kg MS) 69 143 139 126
FDN (g/kg MS) 824 655 667 593
FDA (g/kg MS) 461 399 399 316
LIG (g’kg MS) 90 91 90 60
EE (g/kg MS) 10 16 19 21

MF = matéria fresca; MS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente
neutro; FDA = fibra em detergente acido; EE = extrato etéreo;

3.2.7 Producao de gases in vitro

Para a avaliacdo do potencial dos coprodutos e das dietas, foi realizado o
ensaio de producgao de gases in vitro conforme descrito por Theodorou et al. (1994)
e Mauricio et al. (1999) cujo objetivo é simular o ambiente ruminal estimando o
potencial de degradabilidade de diversos alimentos utilizando como indculo o

conteudo ruminal de ruminantes (comunidade microbiana).
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Para este ensaio foram utilizados ovinos da ragca Santa Inés, machos,
castrados, canulados no rumen, com peso meédio corpéreo de 65,8 kg + 5,3, os
animais eram mantidos em dieta (60:40, volumoso: concentrado, respectivamente) a
base de feno de Tifton 85 (Cynodon ssp.) e concentrado proteico composto por soja
e milho (proporcao 30:70, respectivamente) com acesso a sal mineral e agua ad
libitum. O conteudo ruminal foi colhido pela manha (6:00) antes da primeira refeigéo.
Os animais foram escolhidos aleatoriamente e contidos manualmente, as coletas
foram realizadas com auxilio de sonda por suc¢gdo manual e pinga metalica, para
coleta da fracdo liquida e solida, respectivamente. A fragao liquida foi acondicionada
em garrafas térmicas e a solida em sacos plasticos mantidos em caixa térmica,
visando manter a temperatura do rumen; posteriormente o material foi enviado para
o LANA/CENA para o preparo dos inoculos.

Os in6culos foram preparados a partir da combinagdo entre o conteudo
ruminal de dois animais (560% cada), gerando 3 diferentes combinagdes (A/B, A/C e
B/C). Seguindo a metodologia descrita por Bueno et al. (2005), para o preparo dos
in6culos foram utilizadas as fragdes solidas e liquidas de cada animal na proporcao
50:50, homogeneizadas em liquidificador (Hammilton, modelo 908, Washington,
USA), filtradas em tecido de algod&o e mantidas a temperatura de 39°C sob fluxo de
CO:a.

Os substratos foram pesados individualmente (500 mg) em sacos do tipo
“Ankom F57”, selados e inseridos em garrafas de vidro (160mL), divididos em grupos
submetidos a incubacdo de 24 e 48 horas para todos os coprodutos e dietas
experimentais, além da adicdo de um substrato como padrao interno. Todos os
substratos foram submetidos aos diferentes indculos formulados, sendo 5 indculos
para avaliagdo dos coprodutos (total das 3 producbes de gases), e trés para
avaliagdo das dietas experimentais e controle; os diferentes indculos foram
considerados como repetigdes.

Para a incubacdo, nas garrafas contendo substrato foi adicionada solugao
tamponante (50 mL) e 25 mL de in6culo, vedadas e mantidas a 39°C em estufa por
até 48 horas. Foram adicionadas garrafas sem substrato (branco), somente com os
sacos de filtro selados, solugado tampéo e inéculo, para a determinagédo da producgao

liquida de gas.
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Apoés vedadas foi medida a presséao interna (psi) das garrafas com auxilio de
transdutor de pressao (PressDATA 800, LANA/CENA-USP, Piracicaba, Brasil)
conforme descrito por Longo et al. (2006). As leituras de pressao foram realizadas
nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36 e 48 horas ap0ds a incubacdo. Para metade
das garrafas, a incubagdo foi interrompida com 24 horas e submetida a baixa
temperatura (-4°C); nas demais garrafas a incubacgao foi interrompida com48 horas.

A cada leitura de pressao foram colhidas aliquotas dos gases produzidos em
cada garrafa (1,4 e 1,1 mL, para grupo 24 e 48 horas, respectivamente), totalizando
10 mL, estes gases foram armazenados em tubos com vacuo para determinagéo da
concentragdo de metano (CH4). Apds a colheita das aliquotas foi aliviada a presséo
interna de cada garrafa, o conteudo foi homogeneizado manualmente e retornado a
estufa.

Os dados de pressao obtidos foram submetidos a equagao para conversio
de pressdo em volume definida para as condi¢gdes dos ensaios in vitro de produgao
de gases do LANA-CENA/USP: V = 6,442*P - 0,336, onde V = Volume (mL) e
P = Presséo (psi).

A producdo liquida de gases (PG, mL/g MS) em 24 e 48 horas foi
determinada pela soma do volume de gas produzido em cada mensuragao,

descontando a producao de gases do branco.

3.2.7.1 Degradabilidade da matéria organica (DMO)

Os sacos filtros contendo o material ndo degradado foram recuperados apés
o fim da fermentacado, lavados em solugdo de detergente neutro a 90°C por uma
hora, seguido por quatro lavagens com agua destilada (90°C) por 5 minutos e uma
lavagem em acetona (99% de pureza). Os saquinhos foram entdo secos em estufa
(105°C), pesados e inseridos em cadinhos para posterior incineragdo em forno
mufla (Jung, modelo JP16590, Blumenal, Brasil) a 550°C por 4 horas. A
determinacdo da MOVD foi determinada pela diferenca entre a matéria orgénica
orginalmente incubada e a resultante apdés o periodo de incubagdo, conforme
descrito por Blimmel, Makkar e Becker (1997), assim como a relagdo entre a
MOVD e a produgéo total de gases (GP), considerado como Fator de Partigao
(FP, em g DMO/mL GP) pelos autores.
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3.2.7.2 Acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Para determinacdo dos AGCC foi utilizado a técnica de cromatografia gasosa
utilizando cromatografo Shimadzu, modelo CG-2014 (Quioto, Jap&o), equipado com
detector de ionizacdo de chama e coluna empacotada de acgo inox (Supelco, modelo
11965, Bellefonte, USA). O liquido colhido de cada garrafa apés o fim da
fermentacdo (1,6 mL) foi centrifugado por 40 minutos a 10.400 g e 4°C (Sorval,
modelo RC5B Plus, Wilmington, USA), colhido o sobrenadante (800 puL) e
adicionado 100 uL de acido 2-etil-butirico (padrao interno) (Sigma-Aldrich, Steinheim
am Albuch, Alemanha), e 200 L de acido formico (85%). Foram utilizadas curvas de
calibragdo com padrdes de concentragado conhecida para os acidos: acético (99,5%),
propidnico (99,0%), butirico (98,7%), isobutirico (99,0%), valérico (99,0%) e
isovalérico (99,0%) (Chem Service, West Chester, USA) conforme descrito por Lima
et al. (2017).

3.2.7.3 Nitrogénio amoniacal (N-NH3)

Foram pipetados 1 mL do liquido colhido apds a interrupcédo da fermentacao
para determinagdo dos niveis de N-NH3 utilizando destilador (Tecnal, modelo
TE-036/1, Piracicaba, Brasil); as amostras foram volatilizadas em presenca de
solugao de Tetraborato 5% (10 mL) e fluxo de vapor d’agua. O nitrogénio volatilizado
foi capturado por solucdo de acido bodrico, e determinado através da diferenca
colorimétrica por titulagdo com acido sulfurico (0,01 N), conforme descrito por
Preston (1995).

3.2.7.4 Producao de metano

Para determinagdo da concentragdo de metano nas amostras de gases
produzidos durante a fermentac&o foi utilizado cromatégrafo gasoso (Shimadzu,
modelo CG-2010, Quioto, Japdo), equipado com coluna capilar (megabore) com
didmetro interno de 0,530 mm e espessura do filme de 25 um (Agilent, modelo J&W
HP-PLOT Moilsieve, Santa Clara, USA), e detector por ionizagdo de chama (FID).
Foram realizadas curvas de calibragdo com o uso de metano (99,5%, White Martins,
Osasco, Brasil) em concentragdes de 0, 3, 6, 9 e 12%. As amostras foram injetadas
manualmente (500 pL) utilizando nitrogénio (N2 4.6 FID) como gas de arraste
(25 mL/minuto) sob diferentes temperaturas para, coluna (50°C), injetor (47°C), e
detector (280°C).
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3.2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
software estatistico SAS® versao 9.4 (Statistical Analysis System Institute, Cary —
NC, USA). A comparacgao entre os diferentes coprodutos foi considerada como efeito
de tratamento, assim como os diferentes tempos de incubagdo foram considerados
como efeito do periodo de incubacao. Os parametros fermentativos foram avaliados
para o efeito de tratamento, periodo de incubacéao e a interagao tratamento x periodo
de incubagao por meio do procedimento GLM. Para os parametros cujas interagéo
foi positiva, o desdobramento foi realizado utilizando o procedimento PLM. As
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Os mesmos
procedimentos foram utilizados para as dietas experimentais, considerando as
diferentes dietas como efeito de tratamento, e os diferentes periodos de incubacgao
como efeito de periodo de incubacgao, assim como a interagao entre tratamento e
periodo de incubagdo, para todos os parametros fermentativos avaliados. Foi
realizado o desdobramento das interacbes positivas e todas as meédias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.3 Resultados
3.3.1 Degradabilidade de nutrientes e producao de gases
3.3.1.1 Coprodutos

Os parametros fermentativos avaliados na produgdo de gases e a
degradabilidade dos substratos estdo dispostos na Tabela 3.3. A degradabilidade da
matéria organica (DMO) e da fibra em detergente neutro (DFDN) foram significativas
tanto para o efeito de tratamento (Trat) quanto para o periodo de incubagéao (PI), P <
0,001. Enquanto, a interag&o entre Trat e Pl (Trat*Pl) n&o foi significativa (P = 0,290
e P = 0,065, para DMO e DFDN, respectivamente). As médias do controle (CON),
nabo forrageiro (NF) e canola (CAN) foram superiores aos demais tratamentos para
DMO. Os mesmos tratamentos também foram superiores para DFDN, com excecao
de CAN.

Por outro lado, os coprodutos do pinhdo manso (PM) e mamona (MAM)
apresentaram menor desempenho na DMO. Para a DFDN, embora as médias de
MAM, girassol (GIR), macauba (MAC) e PM nao tenham diferiram estatisticamente,
a DFDN da MAM foi equivalente a 44% da DFDN de GIR, a segunda menor média
entre os tratamentos. Com relacdo ao efeito no Pl, como esperado, o maior periodo
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de fermentagdo ocasionou maior degradabilidade tanto para matéria orgénica
quanto para fibra em detergente neutro.

A produgéo liquida de gases (NetGP) foi avaliada em fungdo da matéria seca
incubada (NetGPMS), da matéria orgénica degradada (NetGPDMO) e da fibra em
detergente neutro (NetGPDFDN). Todos estes parametros foram significativos
(P < 0,0001) para o efeito de Trat, assim como para o efeito de PI (P < 0,0001).
O tratamento CON apresentou médias superiores para todos os parametros NetGP
avaliados. CAN foi o coproduto mais proximo ao controle (86% da média do CON
para NetGPMS). Ja para NetGPDMO, os tratamentos NF e CAN (equivalente a 76%
e 74%, da NetGPDMO do CON, respectivamente) foram os mais proximos. Para
NetGPDFDN o coproduto do NF apresentou média equivalente a 93,5% da
NetGPDFDN do CON.

Assim como observado anteriormente nos parametros de DMO e DFDN, os
tratamentos PM e MAM apresentaram meédias inferiores para todos os parametros
de NetGP avaliados. Para NetGPMS o tratamento PM foi o Unico a produzir menos
de 100 mL/g MS, j& em NetGPDMO a producédo do PM foi 75% menor em
comparagao ao CON, a maior diferenga observada entre os parametros avaliados da
NetGP. Para NetGPDFDN ambos PM e MAM apresentaram valores préximos,
diferenca de 9% entre suas respectivas médias, sendo PM a menor delas.

Os NetGP avaliados, assim como os parametros citados anteriormente foram
significativos para o efeito de Pl (P < 0,05), sendo as médias de PG48 superiores
para todos. A interacdo Trat*Pl também foi significativa (P < 0,05) para todos os
parametros de NetGP; na figura 3.1 € possivel observar esta relagao positiva, para
NetGPMS e NetGPDMO.

A produgdo total liquida de metano (NetCH4) também foi quantificada em
funcdo da MS, DMO e DFDN, sendo significativo o efeito para todos estes
parametros (Trat, P < 0,05 e PI, P < 0,05). Para NetCH4MS, o tratamento MAC foi
responsavel pela maior média numérica, enquanto PM foi responsavel pela menor
producao (9,14 e 4,00 mL/g MS, respectivamente). Ja o CON foi o tratamento que
mais produziu NetCH4DMO e NetCH4DFDN (7,30 mL/g DMO e 4,94 mL/g DFDN,
respectivamente), cujas médias diferiram apenas para MAM e PM, tanto para DMO
quanto DFDN; os demais tratamentos apresentaram médias intermediarias. Ja a
interacdo Trat*Pl ndo foi significativa para os parametros NetCH4MS (P = 0,053),
NetCH4DMO (P = 0,148) e NetCH4DFDN (P = 0,157).
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Tabela 3.3 — Produgéo de gases e degradabilidade dos coprodutos do biodiesel

NetGP DMO DFDN NetCH4
ftens (mL/gMS) (mL/gDMO) (mL/gDFDN) (9/kg)  (9/kg)  (mL/gMS) (mL/gDMO) (mL/g DFDN)
Tratamento
ALG 120 bcd 72 cde 58,3 bc 590 b 472 bc 6,86 ab 4,03 abc 3,24 ab
CAN 155 ab 117 ab 79,4 ab 734 a 493 bc 6,03 ab 4,51 abc 3,07 ab
GIR 131 bc 74 cd 52,9 bc 548 b 387 cd 6,90 ab 3,88 abc 2,81 ab
MAC 151 ab 92 bc 61,3 b 586 b 385 cd 9,14 a 5,63 ab 3,78 ab
MAM 104 cd 55 de 30,0c 508 bc 267 d 5,58 ab 2,93 bc 162b
NF 143 b 115b 101 a 778 a 671a 5,96 ab 4,70 abc 4,10 ab
PM 87,5d 38e 27,3 ¢ 459 ¢ 323 cd 4,00 b 1,68 ¢ 1,18 b
CON'’ 180 a 154 a 108 a 823 a 560 ab 8,65 ab 7,30 a 4,94 a
EPM 11,49 10,41 10,8 28,08 47,76 1,60 1,22 0,99
Valor de P *k% *k*k *kk *kk *k% * * *
Periodo de incubagéo
PG24 114 b 72,0 b 47,2 b 605 b 401 b 3,57 a 5,09 a 2,30 b
PG48 154 a 107 a 82,4 a 651 a 489 a 5,67b 3,57 b 3,89 a
EPM 5,05 4,57 4,74 12,34 20,99 0,71 0,54 0,44
Valor de P *%k% *k%* *%% *k%* *%k% * * *
Tratamento * Periodo de incubagéo
Valor de P * * * ns ns ns ns ns

PG = produgdo liquida de gases; DMO = degradabilidade da matéria organica; DFDN = degradabilidade da fibra em detergente neutro;
CH4 = producéo liquida de metano; MS = matéria seca; ALG = farelo de algodao; CAN = farelo de canola; GIR = farelo de girassol; MAC = torta
de macauba; MA = torta de mamona; NF = torta de nabo forrageiro; PM = torta de pinhdo manso; CON = Controle; * = farelo de soja;
PG24= produgao de gases em 24 horas; PG48 = produgao de gases em 48 horas; EPM = erro padrdo da média; * = P< 0,05; *** = P <0,0001;
ns= n&o significativo; Médias com letras diferentes na mesma coluna indicam efeito significativo de tratamento pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 3.1 — Producdo de gases e degradabilidade da matéria organica entre

diferentes tratamentos e periodo de incubagao
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3.3.1.2 Dietas experimentais

Assim como os coprodutos, as dietas experimentais foram avaliadas por meio
da producéo de gases in vitro. A relagdo volumoso:concentrado e a formulagdo das
dietas avaliadas estdo descritas na Tabela 3.2. Os resultados obtidos para
degradabilidade e demais parametros da PG estao dispostos na Tabela 3.4.

Considerando o efeito de tratamento, ndo foram observadas diferencas entre
as dietas para a DFDN (P = 0,21), diferentemente da DMO (P < 0,05), cuja dieta
controle (DietaCON) foi superior aos demais tratamentos (6,7% superior a Dieta2).
A DietaCON apresentou médias superiores para todos os parametros de NetGP
avaliados (P <0,05 para NetGPMS e NetGPDMO, P < 0,001 para NetGPDFDN), com
as médias da Dieta2 sendo as mais proximas em ambos os parametros. Apesar de
obter maior NetGP, ndao foram observadas diferencas para a produ¢cdo de metano
em todos os parametros observados, NetCH4MS (P = 0,86), NetCH4DMO
(P =0,10), e NetCH4DFDN (P = 0,22).

Para o efeito do PI, todos os parametros avaliados de degradabilidade (DFDN
e DMO) apresentaram maiores médias para PG48 (P < 0,001), o mesmo foi

observado para todos os parametros da NetGP (P < 0,001). No entanto a produgéo
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de metano apresentou diferenga significativa (P < 0,05) apenas para NetCH4DMO e
NetCH4DFDN, ambas as médias superiores para PG48. Ja a NetCH4MS embora
tenha apresentado tendéncia (P = 0,06), ndo foi significativa. A interacdo Trat*PI
nao foi significativa para nenhum dos parametros de degradabilidade avaliados,
DMO (P = 0,053) e DFDN (0,230). O mesmo foi observado para NetGP, com
P = 0,07 para NetGPMS e NetGPFDN, e P = 0,06 para NetGPDMO. Também nao foi
significativa a interacdao Trat*Pl para a produgdo de metano, P = 0,86 para
NetCH4MS e NetCH4DMO, e P = 0,79 para NetCH4DFDN.



Tabela 3.4 — Produgao de gases e degradabilidade de dietas experimentais

NetGP DMO DFDN NetCH4
ftens (mL/gMS) (mL/gDMO) (mL/gDFDN) (9/kg)  (g/kg)  (mL/gMS) (mL/gDMO) (mL/g DFDN)
Tratamento
Dieta1 451b 251b 16,4 b 533 b 330 2,98 1,67 1,09
Dieta2 51,3b 28,5b 19,0b 544 b 353 3,09 1,84 1,32
DietaCON 76,9 a 46,5 a 28,0 a 583 a 331 6,95 4,13 2,42
EPM 5,40 3,19 2,13 6,37 9,56 1,27 0,80 0,53
Valor de P * * s * ns ns ns ns
Periodo de incubagéo
PG24 40,7 b 199b 9,65b 484 b 235b 2,81b 1,41Db 0,65b
PG48 749 a 46,9 a 32,7 a 623 a 440 a 5,87 a 3,69a 2,57 a
EPM 4,41 2,60 1,74 5,20 7,80 1,03 0,65 0,44
Valor de P *%k% *k* *%% *k%x *%k% nS * *
Tratamento * Periodo de incubagéo
Valor de P ns ns ns ns ns ns ns ns

PG = producgédo liquida de gases; DMO = degradabilidade da matéria organica; DFDN = degradabilidade da fibra em detergente neutro;
CH4 = produgéo liquida de metano; MS = matéria seca; DietaCON = dieta controle (60% feno de Tifton 85, 30% milho desintegrado e 10%
farelo de soja); Dietal = dieta experimental composta por (60% feno de Tifton 85, 30% farelo de girassol € 10% milho desintegrado); Dieta2 =
dieta experimental composta por (60% feno de Tifton 85, 18% farelo de girassol, 16% milho desintegrado e 6% farelo de algodao); PG24=
producéo de gases em 24 horas; PG48 = produgao de gases em 48 horas; EPM = erro padrdo da média; * = P< 0,05; *** = P <0,0001; ns = ndo
significativo; Médias com letras diferentes na mesma coluna indicam efeito significativo de tratamento pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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3.3.2 Parametros fermentativos e producao de acidos graxos
3.3.2.1 Coprodutos

Para avaliar os efeitos sob a fermentacdo, foram avaliados os parametros,
fator de partigao (FP), nitrogénio amoniacal (N-NH3) e potencial hidrogeniénico (pH),
todos eles foram significativos (P < 0,001), considerando o efeito de tratamento
(Tabela 3.5).

Para FP as maiores médias foram obtidas por NF e MAN, o que revela maior
DMO por mL de gases produzidos, diferentemente do ocorrido para MAC e GIR,
com as menores médias. A producdo de N-NH3 foi superior para NF, porém CON e
CAN apresentaram médias proximas. Ja as menores médias foram encontradas
para MAC e MAM. Embora, as médias para pH tenham diferido, ndo foram
encontrados indices abaixo do ideal, sendo MAM o menor com 6,7.

Foram quantificados todos os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), sendo
apresentado na Tabela 3.5 os principais (encontrados em maior abundéancia) sendo
eles, acetato (C2), propionato (C3) e butirato (C4), além do total produzido (AGCCt).
A producdo de C2 e AGCCt nao foi significativa entre os tratamentos (P = 0,764 e
P = 0,124, respectivamente). Ja a producado de C3 e C4 (P < 0,05) apresentou o
mesmo comportamento, com as maiores médias para o tratamento CON e a menor
para PM. Os demais tratamentos apresentaram producdo intermediaria entre os
anteriormente citados. Assim como C2 e AGCCt, a relagdo acetato:propionato
(C2:C3) nao foi significativa (P = 0,524).



Tabela 3.5 — Parametros fermentativos dos coprodutos do biodiesel e produgéo de acidos graxos de cadeia curta

ltens Parametros fermentativos Acidos graxos de cadeia curta (em mmol/L)
FP pH N-NH3 C2 C3 C4 AGCCt C2:C3
Tratamento
ALG 2,18 abc 7,26 a 62 bc 43,4 11,1 ab 8,95 ab 68,2 4,09
CAN 2,09 abc 7,11 ab 72 ab 44,6 13,8 ab 9,73 ab 73,9 3,48
GIR 1,85¢c 7,26 a 63 bc 43,3 11,6 ab 8,74 ab 69,1 3,94
MAC 1,89 ¢c 6,89 bc 48 d 41,8 11,6 ab 8,54 ab 65,2 4,00
MAM 2,37 a 6,75 ¢ 55 cd 45,2 11,1 ab 9,33 ab 69,4 4,62
NF 2,46 a 7,22 a 74 a 45,8 13,0 ab 9,10 ab 74,5 3,74
PM 2,27 ab 7,24 a 58 ¢ 39,7 9,6 b 7,59 b 61,7 4,31
CON' 1,97 bc 7,15 a 69 ab 46,0 14,0 a 10,6 a 76,7 3,51
EPM 0,11 0,07 4,36 4,36 1,26 0,85 5,69 0,59
Valor de P *kk *kk *kk ns * * ns ns
Periodo de incubacéo
PG24 2,32 a 7,09 0,05b 411b 11,0b 8,58 b 64,9 b 3,93
PG48 1,95 b 7,13 0,07 a 46,3 a 129 a 9,57 a 74,7 a 3,99
EPM 0,05 0,03 1,91 1,91 0,55 0,37 2,50 0,26
Valor de P i ns i * ns ns * ns
Tratamento * Periodo de incubacgéo
Valor de P i * * ns * * ns *

FP = fator de particdo, em g DMO/mL GP; pH = potencial hidrogeniénico; N-NH3, em mg/dL = nitrogénio amoniacal; C2 = acetato; C3 =
propionato; C4 = butirato; AGCCt = total de acidos graxos de cadeia curta; C2:C3 = relagao acetato:propionato; DMO = degradabilidade
da matéria organica; GP = gases produzidos; ALG = farelo de algodao; CAN = farelo de canola; GIR = farelo de girassol; MAC = torta de
macauba; MA = torta de mamona; NF = torta de nabo forrageiro; PM = torta de pinhdo manso; COM = Controle; * = farelo de soja; Pl =
periodo de incubagéo; Trat * Pl = efeito de interagcéo entre tratamento e periodo de incubagéo; EPM = erro padrao da média; EPM = erro
padrao da média; * = P < 0,05; *** = P < 0,0001; ns = nao significativo; Médias com letras diferentes na mesma linha indicam efeito
significativo de tratamento pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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FP, N-NH3 e pH, também foram avaliados segundo PIl, sendo observadas
diferencgas significativas apenas para FP e N-NH3 (P < 0,001), diferentemente do pH
(P =0,971) que nao foi afetado pelo maior Pl. Para FP o menor Pl (P24) favoreceu a
elevacdo das médias quando comparada a PG48, diferentemente de N-NH3, onde
PG48 apresentou médias superiores.

A producdo de AGCC segundo efeito do Pl apresentou comportamento
diferente do observado para o efeito de Trat, onde a producdo de C2 e AGCCt
aumentou (12% e 15%, respectivamente) entre PG24 e PG48 (P < 0,05), enquanto
os demais parametros, C3 (P = 0,059), C4 (P=0,173) e C2:C3 (P = 0,268) n&o foram
significativos.

A interacao Trat*Pl foi significativa para FP (P < 0,001), podendo ser
observado maiores médias para os coprodutos durante a PG24, exceto para o MAM
(Figura 3.1). A producéo de C3 e C4 também apresentou interacao significativa, com
maior producdo para PG48, exceto para os tratamentos MAC e MAM. A relacao
C2:C3 (P < 0,05) obteve 0 mesmo comportamento anteriormente citado para MAC e

MAN conforme observado na Figura 3.2.

Figura 3.2 — Producéo acidos graxos de cadeia curta e relagdo acetato:propionato

entre diferentes tratamentos e periodos de incubacéo
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3.3.2.2 Dietas experimentais

Os parametros fermentativos das dietas experimentais estdo dispostos na
Tabela 3.6. Para o efeito de Trat ndo foram observadas diferencas para pH
(P = 0,276), enquanto FP e N-NH3 foram significativos (P < 0,05). A Dieta1 obteve
média superior aos demais tratamentos para FP, no entanto ndo diferiu da Dieta2,
ambas com meédias proximas, enquanto a DietaCON apresentou o menor valor
(diferenca de 30% para Dieta1). O oposto foi observado para a produgdo de N-NH3,

sendo a DietaCON superior aos demais tratamentos.

Todos os parametros acima citados apresentaram P < 0,05 para o efeito de
Pl, onde a PG24 apresentou as maiores médias para FP e pH. Assim como citado
anteriormente, apesar da diferenga encontrada para o pH nenhuma das médias ficou
abaixo da faixa ideal para o bom funcionamento da comunidade microbiana, sendo
observado pH mais baixo para PG48. Ja para a produgcdo de N-NH3 o
comportamento foi oposto, onde a média da PG48 foi superior. Nenhum dos
parametros avaliados apresentaram interagao significativa entre Trat*Pl, (FP, P =
0,569; pH, P=0,950; N-NH3, P = 0,381).

Tabela 3.6 — Parametros fermentativos das dietas experimentais e produgao de

acidos graxos de cadeia curta

Tratamento Periodo de incubagéo
Itens i
. . Dieta Valor Valor
Dietal Dieta2 CON EPM de P PG24 PG48 EPM de P
FP 542a 5,00ab 3,75b 0,36 * 565a 3,89b 0,30 *
pH 6,69 6,66 6,56 0,05 ns 6,73a 6,55b 0,04 *
N-NH3 48 b 45b 59a 240 * 0,04b 0,05a 0,00 *

FP = fator de particdo, em g DMO/mL GP; pH = potencial hidrogeniénico; N-NH3 = nitrogénio
amoniacal, em mg/dL; DMO = degradabilidade da matéria organica; GP = gases produzidos;
DietaCON = dieta controle (60% feno de Tifton 85, 30% milho desintegrado e 10% farelo de soja);
Dieta1l = dieta experimental composta por (60% feno de Tifton 85, 30% farelo de girassol e 10%
milho desintegrado); Dieta2 = dieta experimental composta por (60% feno de Tifton 85, 18% farelo
de girassol, 16% milho desintegrado e 6% farelo de algodao); EPM = erro padrdo da média; * = P
< 0,05; ns = nao significativo; Médias com letras diferentes na mesma linha indicam efeito
significativo de tratamento pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.4 Discussao

A técnica in vitro de producao de gases fornece informacgao sobre parametros
fermentativos que auxiliam na selecdo de alimentos com potencial utilizagcdo na
nutricdo de ruminantes (GETACHEW et al., 2005). A NetGP caracteriza a natureza
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da producédo, alimentos com baixo teor de carboidratos soluveis, assim como a
presenga de fatores antinutricionais (biomoléculas e metabdlitos secundarios) sao
caracteristicas capazes de reduzir a produgao de gases (GETACHEW et al., 2004),
0 que poderia explicar a baixa NetGP para PM e MAM devido a possivel presenca
de éster de forbol (EF) e ricina (RC), respectivamente.

Tanto PM quanto MAM n&o passaram por processo de detoxificacdo neste
experimento, sendo o processamento para obtencdo do 6leo a unica intervengao
realizada. O PM foi obtido por extracdo em prensa helicoidal, conforme descrito no
topico 3.2.1, durante este processo o coproduto sofre aquecimento (80°C), no
entanto Makkar (2016) ao discutir técnicas de detoxificagdo por aquecimento
encontra reducdes da ordem de 5% somente para longos periodos de aquecimento,
com temperaturas acima de 100°C. J4 MAM foi obtida por prensagem a frio, o que
descarta qualquer possibilidade de inativagcdo da molécula (AKANDE; ODUNSI;
AKINFALA, 2016).

Assim como PM e MAM, também é reconhecida a presenca de um composto
toxico em ALG, no entanto diferentemente dos coprodutos anteriores, a
complexagcdo da molécula de gossipol na forma livre (téxica) para a forma ligada
(atoxica) tende a ocorrer durante o processo de extragdo do oleo (GUEDES; SOTO-
BLANCO, 2010; LUQUE; MELERO, 2012), sendo reduzida a presenga de gossipol
livre a valores muito baixos (0,5 mg/kg) (CONCEICAO et al., 2018), possibilitando
maior NetGP para o ALG em comparacado a PM e MAM.

Além da presenga destes compostos a caracterizagdo bromatoldgica revelou
menor presenca de carboidratos soluveis para PM (FDN = 723 g/kg MS), assim
como os indices de FDA serem os maiores para PM e MAM (564 e 559 g/kg MS,
respectivamente), a grande presenga destes carboidratos estruturais (fibra) reduz a
taxa de fermentagao, o que é refletido no total de gases produzidos (VAN SOEST;
ROBERTSON; LEWIS, 1991; JESSOP; HERRERO, 1998). A hipotese acima é
reforcada quando comparada aos tratamentos que obtiveram maior NetGP,
cujos tratamentos CON, CAN e NF eram os que possuiam menor FDN (348, 451 e
599 g/kg MS, respectivamente) e menor FDA (225, 305 e 281 g/kg MS,
respectivamente).

Apesar do diferente periodo de incubacéao realizado por Silva et al. (2015) o
comportamento na NetGP quando comparados os coprodutos ALG, GIR, PM, MAC
e CON, foi o mesmo encontrado neste trabalho. Assim como descrito por Abdalla et
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al. (2008), cujos tratamentos CON, ALG, MAM e PM, também obtiveram a mesma
classificagao na NetGP aqui descrita.

A mais baixa DMO encontrada para PM também pode ser atribuida a
presenca de compostos toxicos, segundo Makkar e Becker (2009) a presencga de EF
pode reduzir a degradagao da proteina pela comunidade microbiana do rumen em
até 50%, quando comparada a coprodutos livres de EF, o que seria refletido na
menor DMO. O que é refor¢cado pelas baixas médias de N-NH3 obtidas por PM, uma
vez que este parametro tem uma relagdo positiva direta com a degradacédo da
proteina do rumen (RUSSELL et al., 1992), em oposigdo ao NF cujas meédias
indicam grande degradac&o da proteina. Outro fator que pode ter reduzido a DMO
para PM é a provavel ocorréncia da reacao de Maillard devido ao aquecimento
ocorrido durante o processo de extracdo do Oleo, esta reagdo promove a
insolubilidade da proteina no ambiente ruminal devido a formacdo de estruturas
junto a carboidratos (MARTINS; JONGEN; VAN BOEKEL, 2000; BORUCKI
CASTRO et al., 2007). Este processo poderia ser comprovado através da avaliagéao
do coproduto pos fermentacdo ruminal, uma vez que estas estruturas devem estar
disponiveis para absorgdo via intestino (ADERIBIGBE et al., 1997; MAKKAR ;
ADERIBIGBE; BECKER, 1998; HEIM; KREBS, 2018).

Para a DFDN foram observadas as duas menores médias para MAM e PM, o
que deve ser atribuido a maior concentragdo de lignina destes materiais. A lignina
contribui negativamente para a degradacado da fibra exercendo uma barreira fisica
para a colonizagado dos microrganismos, o que resulta na redugao da capacidade de
degradagao e producédo de gases (SUSMEL et al.,, 1990; KAITHO et al., 1997).
Assim como justificado para NetGP, a hipotese aqui descrita também pode ser
reforcada quando comparado os teores de lignina para os dois tratamentos com
maior DFDN, sendo eles CON e NF (26,5 e 125 g/kg MS), cujo baixo teor de lignina
pode ter promovido maior acessibilidade a colonizacdo da comunidade microbiana,
responsavel pela degradagao da fibora (WAGHORN; MCNABB, 2003).

A producido de NetCH4MS foi superior para os tratamentos que haviam
produzido mais NetGP, segundo Lee et al. (2011) alimentos com maior
degradabilidade tendem a produzir mais CHs4. Uma vez que a DMO proporciona
liberagdo de H2 ao meio como produto do processo fermentativo, este € utilizado
para a producao de AGCC, assim como para producao de CHa principalmente pelas

archaeas metanogénicas presentes no rumen ao incorporar o Hz liberado no meio,
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principalmente pela via de redu¢cdo do CO2. Todo este processo faz parte do
mecanismo de equilibrio exercido no rumen para garantir a continua liberagcdo de
ions H+ (MCALLISTER; NEWBOLD, 2008; HUWS et al., 2018).

Também eram esperadas reducdes na producao de CH4 para coprodutos com
maiores teores de EE, conforme descrito por Freitas et al. (2018), o que foi
confirmado pelas menores médias de NetCH4MS para MAM, PM e NF, com
excecdao de MAC, que mesmo obtendo o segundo maior teor de EE foi a maior
produtora de CH4 por MS. Ja a menor produ¢ado de NetCH4DMO e NetCH4DFDN
por PM dentre todos os tratamentos pode estar atrelada a presenga de EF, segundo
Oskoueian et al. (2014) comunidades microbianas do rumen podem ser afetadas
pela presenca de EF, podendo reduzir a populacdo de archaeas e protozoarios, o
que reduziria a producao de metano.

A maior producdo de CHs também poderia estar relacionada a maior
producédo de C2, e a relagdo C2:C3, porém, ndo houve diferenga significativa para
estes parametros quando avaliado o efeito do Trat. No entanto, para o efeito do PI
foi possivel avaliar maior producédo de C2 para PG48, assim como para AGCCt. Este
aumento esta diretamente relacionado ao acumulo ocorrido pelo maior periodo de
exposicao dos coprodutos a fermentacdo entérica, uma vez que o periodo de
fermentacdo pode ocorrer por mais de 96 horas, havendo declinio tanto dos gases
produzidos quanto da degradabilidade devido a exaustao dos nutrientes degradaveis
do substrato (THEODOROU et al., 1994; GALLO et al., 2018). Alguns modelos
matematicos descrevem esta dindmica, estabelecendo a taxa de produg¢do ao longo
do tempo, assim como o periodo de colonizagéo da fibra (lag time) e o crescimento
exponencial nas primeiras horas da fermentacéo (log time) (FRANCE et al., 2005;
BANNINK; VAN SCHIJNDEL; DIJKSTRA, 2011).

A hipdtese acima descrita também explica médias superiores para todos os
parametros da Tabela 3.3, onde o efeito de Pl sempre foi significativo e as médias
de PG48 superiores a PG24.

Alimentos com caracteristicas de concentrado (grdos e cereais) promovem
maior declinio no pH do meio durante o processo de degradagao (fermentagao
entérica) quando comparado a alimentos mais fibrosos (CALSAMIGLIA et al., 2007).
No entanto, apesar de apresentar diferenca para efeito de Trat para pH, nenhuma
das médias ficou abaixo da faixa ideal (> 5,8) para o bom funcionamento do
ambiente fermentativo (ASCHENBACH et al, 2011). N&o foram observadas
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diferencas para o efeito do Pl para este paradmetro. Russell (1998) verificou que o
declinio do pH altera a formacdo de AGCC, sendo os valores mais baixos
responsaveis pelo declinio na formacéo de C3, afetando a relagdo C2:C3. Nao terem
sido encontradas diferengas para esta relacido reforca a hipotese de que os valores
de pH encontrados neste trabalho ndo foram limitantes para o processo
fermentativo.

O fator de particdo (FP) estabelece uma relagéo entre a DMO e a produgao
total de gases, este fator permite que seja definida a qualidade da fermentagéo,
cujos maiores valores expressam maior degradabilidade ao custo de uma menor
producdo de gases, assim como a eficiéncia da comunidade ruminal na geragao de
massa microbiana, sendo predita a relagao inversa entre esta e producao de AGCC
(BLUMMEL; MAKKAR; BECKER, 1997). Os valores encontrados para FP védo de
encontro ao CH4 produzido, uma vez que este parametro avalia o custo energético
da fermentacdo e a producdo de CH4 representa perdas energéticas (GETACHEW
et al., 1998). A maior produgcédo de gases reduz os valores do FP, logo alimentos
ricos em carboidratos soluveis tendem a produzir mais NetGP o que explica os
valores de FP obtidos estarem abaixo dos valores preconizados por Makkar,
Blummel e Becker (1998) a partir de 2,75.

Com relagao as dietas experimentais, foi possivel observar superioridade da
DietaCON para todos os parametros dispostos na tabela 3.4, com exceg¢ao aos
parametros de NetCH4, que nao foram significativos. A superioridade da DietaCON
assim como observado anteriormente para os coprodutos, pode estar relacionada
aos menores teores de FDN, FDA e LIG. Todos estes fatores contribuem para
melhor degradabilidade de fibra, o que é confirmada pela maior DMO. As médias
para FP explicam o porqué, mesmo a DMO da DietaCON sendo superior as demais,
nao foram encontradas diferencas para NetCH4, o que indica que houve maior gasto
energético e, consequentemente, maior produgdo de gases por grama de matéria
organica degradada (GETACHEW et al.,, 1998) Apesar de maior DMO pela
DietaCON nao foram observadas diferencas para o pH entre os tratamentos.

Para o efeito de Pl os paréametros avaliados (tabela 3.4) também confirmam
as observagdes realizadas para os coprodutos, cujo maior periodo de incubagéo
permitiu a elevagao dos produtos da fermentacao, conforme discutido anteriormente.
Ja a interagdo Trat*Pl nado foi significativa para nenhum dos parametros

apresentados nesta mesma tabela.



76

O FP ter sido superior para o PG24 para as dietas, reforca a hipétese que a
degradagao do substrato € mais intensa nas primeiras horas, posteriormente declina
e ha maior acumulo de gases, reduzindo o FP (GETACHEW et al., 1998). O mesmo
€ aplicavel ao pH, onde as médias de PG24 serdo sempre superiores, uma vez que
o pH tem uma relagdo inversamente proporcional ao aumento da degradabilidade
(LECHARTIER; PEYRAUD, 2010).

A maior producao de N-NH3 pela DietaCON demonstra que mesmo obtendo
menor PB comparadas as demais dietas, a sua degradacéo foi superior. Assim
como para o efeito de Pl onde a PG48 foi superior, reforcando a elevagdo da DMO
para o maior periodo de incubacao, discutido anteriormente. Nao foram observadas
diferencgas significativas para a interagao Trat*P| para todos os parametros avaliados
na Tabela 3.6.

3.5 Conclusao

E possivel a utilizacdo de coprodutos do biodiesel como suplemento proteico
e energético na dieta de ruminantes, dentre os coprodutos avaliados, a Canola e
Nabo Forrageiro foram responsaveis pelos melhores resultados, obtendo 6timo
desempenho no ambiente fermentativo. Diferente dos coprodutos do Pinhdo Manso
e Mamona, cuja presenga de compostos toxicos influenciou negativamente o
ambiente fermentativo, apresentando desempenho inferior aos demais coprodutos
avaliados,. afirmando a necessidade de detoxificagdo antes de expb-los ao ambiente
fermentativo. Para as dietas, a Dieta 2 (farelo de algodéo (6%), girassol (18%), milho
(16%) e feno de tifton (60%)) apresentou maior potencial para substituicdo do milho
e da soja como suplemento proteico e energético, com desempenho no ambiente
fermentativo mais proximo a DietaCON (farelo de soja (12%) milho (28%) e feno de
tifton (60%)). As dietas experimentais avaliadas obtiveram desempenho inferior ao
controle para a degradabilidade da matéria organica, producéo total de gases e
nitrogénio amoniacal, porém, obtiveram melhores resultados para fator de particdo e
nao apresentaram incremento de metano. No entanto, a introdugcdo destes
coprodutos a dieta deve ser avaliada no ambiente biolégico (in vivo) para que
possam ser elucidados seus efeitos sob a microbiota ruminal por um longo periodo

de exposicao.
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4 Digestibilidade, Balango Energético e Produgao de Metano por Ovinos
Alimentados com Dieta Contendo Coprodutos do Algodao e Girassol em
Substituicao a Alimentos Convencionais

Resumo: Diminuir o uso de alimento humano na nutrigdo animal € desejavel. Fontes
alternativas devem ser exploradas para este fim, e a avaliagdo in vivo é
indispensavel para determinar seu comportamento no meio biolégico. Neste trabalho
objetivou-se avaliar a digestibilidade aparente de nutrientes, o balango energético,
parametros fermentativos e a producédo de CH4 entérico de coprodutos da cadeia do
biodiesel. Foram utilizados sete carneiros da ragca Santa Inés, machos e com peso
corporal (PV) de 63 kg + 7,6, em dois periodos experimentais de 21 dias cada.
Os animais foram distribuidos em dois grupos, dieta controle (Dieta CON, recebendo
concentrado composto por 70% milho desintegrado (MD) e 30% farelo de soja
(FS)), e dieta com coproduto (Dieta CPDT, recebendo concentrado composto por
45% farelo de girassol, 40% MD e 15% farelo de algod&o). Ambos os grupos
receberam feno de Tifton 85 (Cynodon ssp.) picado como volumoso, compondo a
dieta na proporgao 60:40 (volumoso:concentrado, respectivamente). As dietas foram
fornecidas (2% MS do PV), juntamente com o sal mineral (1% do peso total da dieta)
em duas refeigdes diarias e a agua ad libitum. Os animais foram alocados em baias
individuais no periodo de adaptagdo (d1 a d12) e posteriormente em gaiolas
metabdlicas para a realizagdo do ensaio de digestibilidade (d14 a d18) e mantidos
em gaiolas respirométricas para a quantificacdo da produgdo de metano entérico
(d19 a d21). Para determinagdo dos parametros fermentativos foi colhida uma
amostra de liquido ruminal (d13). O consumo da dieta e a excre¢éo de fezes e urina
foram controlados diariamente e amostrados para analise dos nutrientes e posterior
determinacao da digestibilidade, balango energético e produgdo de CH4. Os dados
foram avaliadas por analise de varidncia considerando as diferentes dietas como
efeito do tratamento. Nao foram observadas diferencas para o consumo de
nutrientes (P > 0,05), assim como para os parametros fermentativos, pH, nitrogénio
amoniacal (N-NH3) e contagem de protozoarios. O balango do nitrogénio foi positivo
para ambos tratamentos (P > 0,05), n&o foram observadas diferengas para a energia
metabolizavel (EB), energia digestivel (ED) e a perda energética para produgao de
CH4 (P > 0,05), assim como a digestibilidade da proteina. Diferentemente dos
parametros anteriores a produgao de acetato (C2, P < 0,05) foi superior para a Dieta
CON, o mesmo foi observado para produgao de butirato (C4) e a producgao total de
acidos graxos de cadeia curta (AGCCt). Apesar da maior produgao de C2 e C4, a
relagdo acetato:propionato (C2:C3) nao apresentou diferenga entre os tratamentos
(P > 0,05), o mesmo acontecendo com a producdo de CH4 (P > 0,05).
A digestibilidade da matéria seca e da matéria organica foi superior para Dieta CON
(P < 0,05). Os resultados obtidos para as condi¢gdes e propor¢cdes aqui avaliados
foram positivos para a substituicdo total do FS e parcial do MD, podendo os
coprodutos aqui avaliados serem utilizados na substituicdo destas fontes alimentares
sem efeitos negativos a fermentacdo entérica e sem alteracbes nas emissdes de
CH4, contribuindo diretamente para a segurancga alimentar e a sustentabilidade da
cadeia produtiva de ambos os setores.

Palavras-chave: seguranca alimentar, sustentabilidade, ruminantes, biodiesel.
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Nutrients Digestibility, Energy Balance and Enteric Methane Production by
Sheep Fed with Diet Containing Cottonseed and Sunflower Coproducts in
Replacement of Edible Food

Abstract: Decrease the use of human edible food as feed is desirable. Alternative
sources may be explored for this purpose and in vivo assays are important to
determine their behavior in the biological environment. This work aimed to evaluate
apparent nutrients digestibility, energy balance, fermentative parameters and enteric
CH4 production of coproducts from the biodiesel production chain. Seven Santa Ines
breed, male, with body weight (BW) average of 63 kg + 7.6 were used in two
experimental periods of 21 days each. The animals were distributed in two groups,
control diet (Diet CON, receiving concentrate composed by 70% of disintegrated corn
(DC) and 30% of soybean meal (SM)), and coproduct diet (Diet CPDT, receiving
concentrate composed by 45% of sunflower meal, 40% of DC and 15% of cottonseed
meal). Both groups were fed with Tifton 85 hay (Cynodon ssp.) chopped as
roughage, at the proportion 60:40 (roughage:concentrate, respectively). The diets
were offered (2% DM of BW), along with mineral salt (1% of total diet weight) twice a
day and water ad libitum. The animals were kept in individual pens for the adaptation
period (d1 to d12) then moved to metabolism cage for the apparent digestibility essay
(d14 to d18) and then kept in individual methane-collect chambers to quantify enteric
CH4 production (d19 to d21). To determine fermentative parameters, samples of
ruminal liquid of each animal were collected (d13). Diet intake and the feces and
urine excretions were controlled daily and sampled for nutrients analyses and further
determination of digestibility, energy balance and CH4 production. The data were
evaluated by analyses of variance considering the different diets as treatment effect.
No differences were observed for nutrients intake (P > 0,05), as well as fermentative
parameters, pH, ammonia-nitrogen (N-NH3) and protozoa count. Nitrogen balance
was positive for both treatments (P > 0,05), no differences were observed for
metabolizable energy (ME), digestible energy (DE) nor energy loss for CH4
production (P > 0,05), as well as apparent digestibility of protein. Differently from
previous parameters described, acetate (C2, P < 0,05) production was superior for
Diet CON, the same was observed for butyrate (C4) and total short fatty chain acids
(SCFAt) production. Despite higher C2 and C4 production by Diet CON,
acetate:propionate ratio (C2:C3) was not different (P > 0,05), as well as CH4
production. Apparent digestibility of dry matter and organic matter was greater for
Diet CON (P < 0,05). The present findings at the conditions and diet proportions
evaluated showed that both food sources (SM and DC) may be replaced by biodiesel
coproducts without negative effect upon ruminal fermentation and without increments
on CH4 production, playing an import role to promote food security and sustainability
to the productive chains of both sectors.

Keywords: food security, sustainability, ruminants, biodiesel.
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4.1 Introdugao

Reduzir o uso de alimentos voltados a nutricdo humana em diferentes setores
gue nao a industria alimenticia € indispensavel para atender a crescente demanda
por alimentos (WEST et al., 2014). Até a metade do século XXI a populagdo mundial
devera atingir um total de 9 bilhdes de habitantes (ERICKSEN; INGRAM;
LIVERMAN, 2010).

A capacidade de ruminantes em metabolizar alimentos de baixo valor nutritivo
nao utilizados na nutricdo de humanos tem sido apontada como uma das
alternativas a serem exploradas para elevar a oferta de alimentos pelos proximos
anos (GILL; SMITH; WILKINSON, 2010; MOTTET et al., 2018), beneficiando a
promogédo da seguranga alimentar diretamente ao reduzir a competicdo entre os
diferentes setores, e também pelo fornecimento de proteina de alta qualidade,
fundamental para o desenvolvimento humano (ABBASPOUR; HURRELL;
KELISHADI, 2014; PERIGNON et al., 2018).

Como consequéncia a elevagdo da populagdo mundial, a demanda energética
também ira aumentar, sendo necessario o uso de diferentes fontes energéticas para
que a demanda possa ser atendida (GUO; SONG; BUHAIN, 2015). A exploragao de
culturas renovaveis para a producao de energia pode oferecer uma fonte alimenticia
alternativa para a produgdo animal; segundo Makkar (2012), os coprodutos do
biodiesel, por exemplo, apresentam caracteristicas que possibilitam seu uso como
fonte proteica e energética para ruminantes.

No entanto, além da crescente demanda por alimentos predita, ha também a
preocupagao com a sustentabilidade do planeta. A elevagao dos niveis dos gases de
efeito estufa na atmosfera e o aumento na ocorréncia de disturbios ambientais
atribuidos a intervengdo do homem ao longo do desenvolvimento da sociedade
moderna, também s&o desafios para o século XXI (GODFRAY et al., 2010; MOTTET
et al., 2018).

A fermentagdo entérica, responsavel pela degradagdo dos alimentos no
sistema metabdlico dos ruminantes, tem como um de seus produtos a producio de
metano (CH4), um importante gas de efeito estufa (MCDONALD et al., 2010;
BERCHIELLI, 2011; GODFRAY et al., 2018). Buscando reduzir os impactos da
pecuaria, € indispensavel que os alimentos alternativos a serem explorados nao

promovam maiores elevagcbes nas emissdes deste gas, uma vez que o setor
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pecuario é responsavel por 14,5 % das emissdes antropogénicas totais (FAO, 2018),
cuja fermentagao entérica foi responsavel por 46,2 % do metano emitido pelo setor
(FAO, 2019).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos nutricionais ao uso do farelo de
girassol e farelo de algodao como suplemento energético e proteico em substituicdo
parcial ao milho e total ao farelo de soja, utilizando o ensaio in vivo de digestibilidade
aparente para avaliacdo dos produtos da fermentacdo, a emissdo de CH4 e o

balango energético e proteico.

4.2 Material e Métodos

O ensaio foi realizado no municipio de Piracicaba, estado de Sao Paulo, nas
Instalagdes para Animais em Experimentacdo do Laboratério de Nutricdo Animal
(LANA) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade de
Sédo Paulo (USP), entre os meses de julho e setembro de 2018. Todos os
procedimentos experimentais envolvendo os animais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (Protocolo N° 004/2018).

Foram utilizados sete carneiros, machos, adultos canulados no rumen, com
peso corporal médio de 63 kg £ 7,6. O ensaio foi realizado em dois periodos
experimentais de vinte e um dias, sendo cada um dividido entre adaptacédo (d1 a
d12), ensaio de digestibilidade (d14 a d18) e quantificagdo da producdo de metano
entérico (CH4 — d19 a d21).

Os tratamentos consistiam em concentrado controle (Dieta CON), formulado a
partir de milho desintegrado (MD) e farelo de soja (FS) na proporgdo de 70:30,
respectivamente), e concentrado com coproduto (CPDT), formulado a partir de MD,
farelo de algodédo (FA) e farelo de girassol (FG) na proporcédo de 40:15:45,
respectivamente. As dietas (Tabela 4.1) possuiam a mesma fonte de volumoso (feno
de Tifton 85, Cynodon ssp.) picado com granulometria de 3 cm, com relagéo
volumoso/concentrado na proporgao de 60:40.

As dietas foram formuladas em acordo as exigéncias nutricionais para ovinos
adultos em manutencado (NRC, 2007), considerando o consumo diario de 2% do
peso vivo. Devido a introducdo de farelo de algodao a dieta CPDT, foram
determinadas as concentra¢des de gossipol livre (GL) e gossipol total (GT) no farelo
integral por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) como método de



86

separagdo para deteccdo e quantificacdo e calculada a exposicdo dos animais ao
gossipol durante o periodo experimental em fungdo do consumo médio diario,

distribuicdo por peso corporeo e ingestao total.

4.2.1 Distribuicao das Parcelas e Periodo de Adaptacao

Os animais foram distribuidos ao acaso entre os tratamentos, assim como o
numero de parcelas (repeticbes) de cada tratamento, para os dois periodos
experimentais. Para o primeiro periodo o tratamento CTRL foi composto por 3
carneiros com peso médio de 62 kg = 5,3, enquanto o tratamento CPDT foi
composto por 4 animais, com peso médio de 70 kg + 7,7. Para o segundo periodo o
numero de parcelas foi o inverso, ficando CTRL com peso médio de 71kg * 6,0 e
CPDT com peso médio de 65 kg + 4,5.

Tabela 4.1 - Composigdo centesimal e bromatolégica do feno e dietas

experimentais

. Concentrado
Alimentos Feno
Coproduto Controle
Composigéo centesimal (%)
Feno de Tifton 85 - 60 60
Milho desintegrado - 16 28
Farelo de Soja - - 12
Farelo de Algodao - 6 -
Farelo de Girassol - 18 -
Total - 100 100
Composigdo quimica

MS (g/kg MF) 947 908 890
MO (g/kg MS) 932 953 972
PB (g/kg MS) 68 263 21
EE (g/kg MS) 13 24 38
EB (kcal’kg MS) 3800 3956 3622

MF = matéria fresca; MS = matéria seca; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; EB =
energia bruta;

Os animais foram alojados em baias individuais (1,0 x 1,5 m) providos com
comedouros e bebedouros em galpao coberto. A dieta foi fornecida as 8h30 e as
16h30, com oferta de volumoso e concentrado em comedouros separados. O
concentrado era distribuido duas vezes ao dia em proporgdes iguais, enquanto o

feno era fornecido em até 4 vezes. A oferta de agua foi ad libitum e o sal mineral
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correspondeu a 1% do peso total da dieta, sendo fornecido no periodo da tarde junto
a segunda oferta do concentrado.

As baias eram limpas todas as manhas, assim como os comedouros e
bebedouros; os animais eram manejados a cada dois dias (8:00) para a limpeza da
canula e manutencao preventiva das canulas. O periodo total de adaptacao a dieta
foi de doze dias.

Diariamente durante o periodo de adaptagao as sobras de feno e concentrado
foram recolhidas e pesadas individualmente. O reajuste da oferta foi realizado
diariamente em funcdo do volume das sobras, sendo adicionado 10% para sobras
inferiores a 10% (em relag&o a oferta do dia anterior), e redu¢ao de 10% para sobras

superiores a 10%.

4.2.2 Digestibilidade Aparente

Ao 13° dia os animais foram pesados individualmente (8:00) e alojados em
gaiolas metabdlicas (0,8 x 1,20 m) equipadas com coletor separador de fezes e
urina, permanecendo pelo periodo de seis dias, sendo o primeiro deles para
adaptacao e os demais para quantificagdo da dieta oferecida e sobras, excrecao de
fezes e urina e consumo de agua para posterior e determinagao da digestibilidade
aparente dos nutrientes.

O concentrado e o feno eram fornecidos duas vezes ao dia, as 8h00 e as
16h30, ambos no mesmo comedouro, o concentrado era ofertado primeiro e
posteriormente o feno; para oferta de agua eram mensurados 6 L em proveta de
vidro e vertido nos respectivos baldes para posterior distribuicao.

Para coleta das fezes foram utilizados sacos plasticos fixados na saida do
coletor de excretas. Vasilhas contendo 100 mL de solugéo de acido sulfurico (H2S0O4
10%) foram alocadas abaixo da saida do coletor para acidificagao da urina, evitando
a volatilizagdo do nitrogénio.

Entre o0 14° e 18° dia, foram colhidas pela manha as sobras da dieta ofertada
e das fezes, ambas foram pesadas e uma aliquota representativa de 10% do volume
total foi amostrada a cada dia, formando uma amostra composta dos 5 dias para
cada animal. O volume de urina excretado era mensurado diariamente com auxilio
de proveta de vidro; uma aliquota representativa de 10% do volume total foi

amostrada a cada dia, formando uma amostra composta dos 5 dias para cada
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animal. As amostras de fezes e urina foram mantidas em freezer (-4°C) para
posterior analises laboratoriais.

Apds o fim do periodo experimental as amostras de fezes e sobras foram
descongeladas em temperatura ambiente, posteriormente amostradas (=200 g),
alocadas em bandejas de aluminio e secas em estufa de circulagdo de ar forgado a
55°C por 72 horas. Depois de secas as amostras foram pesadas, moidas em moinho
do tipo Wiley (Marconi, Piracicaba, Brasil) equipadas com peneiras de crivo a 1,0
mm, € armazenas em sacos plasticos para posterior analise bromatologica e
determinacao de energia bruta.

A caracterizagdo bromatologica foi realizada para as amostras da dieta
oferecida, das sobras e das fezes; foram determinados os teores de matéria seca
(MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB) segundo a metodologia descrita
pela AOAC (2011). A digestibilidade destes nutrientes foi determinada pela equacao
1 conforme descrita por McDonald et al. (2010).

d (%) = [(C — E)*C"] *100 (1)

onde, d = digestibilidade aparente do nutriente avaliado, C = consumo do nutriente, e

E = quantidade do nutriente excretado;

Assim como as amostras de fezes e oferta, as amostras de urina foram
descongeladas em temperatura ambiente, homogeneizadas e colhidas duas
aliquotas de 100 mL de cada amostra, armazenadas em frasco de vidro individuais,
sendo o primeiro destinado a determinagdo dos derivados de purinas (DP) para a
estimativa da sintese de proteina microbiana, e a segunda para determinacéo de
nitrogénio total (N-Total) e nitrogénio amoniacal (N-NH3) excretados.

O balango de nitrogénio foi calculado a partir da determinagéo do nitrogénio
(AOAC, 2011) nas fragdes dieta ofertada, sobras e excretas (fezes e urina). O

nitrogénio retido foi determinado conforme a equagéao 2.
Nretido (g/dia) = Ningerido — Nfezes — Nurina (2)

onde, Nretido = nitrogénio absorvido (g/dia), Ningerico = nitrogénio consumido (g/dia),

Nrezes = nitrogénio nas fezes (g/dia), Nurina = nitrogénio na urina (g/dia).
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A proteina microbiana foi determinada segundo descrito por Makkar e Chen
(2004) apos quantificagdo dos DP na urina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) conforme descrito por Abdalla Filho et al. (2016). As amostras de
urina foram descongeladas, sonicadas (Kerry Ultrassonics, modelo PUL 250, Hitchin,
Reino Unido) e centrifugadas (582g a 4°C) por 20 minutos. Foi utilizado
cromatégrafo (Agilent, modelo 1100, Santa Clara, Estados Unidos da Ameérica)
equipado com coluna Zorbax de fase reversa (Agilent, modelo C18, Santa Clara,
Estados Unidos da América) e detector de arranjo de fotodiodos (Diode Array
Detector - DAD).

Para determinagdo do nitrogénio microbiano absorvido foi utilizada a equagao
descrita por Makkar e Chen (2004):

Nwmicro (g N/dia) = (MetaDP * TeorNP) / (y * DPM * 1000)" (3)

onde, Nmicro = nitrogénio microbiano, MetaDP = metabdlitos de derivados de purinas
(mmol/dia/kg®7®), TearNP = teor de nitrogénio em purinas (= 70 mg N mmmol'), y =
constante da razdo entre nitrogénio de purinas para nitrogénio total do complexo de
microrganismos do rumen (= 0,116), DPM = digestibilidade de das purinas

microbianas (= 0,83).

4.2.3 Metano entérico

Ao final do 18° dia, os animais foram transferidos para as camaras
respirométricas para quantificacdo do metano entérico conforme descrito por Abdalla
et al. (2012). O periodo de adaptacdo dos animais as camaras foi de 24 horas,
seguidos de 2 dias de mensuragéo dos gases emitidos.

A partir do 19° e 20° dia, foram amostrados os gases produzidos pelo periodo
de = 23 horas/dia. Foram utilizadas 10 camaras, sendo 7 contendo os animais em
avaliacdo e trés cémaras vazias (branco). Além das camaras, também foram
amostrados os gases do galpdo onde os animais estavam alojados para
determinagao da concentragdo de metano externo as camaras (ambiente).

As camaras possuiam comedouros, bebedouros e coletores para urina e
fezes; para succéo dos gases produzidos foi utilizada uma bomba de exaustao cuja
taxa do fluxo de remogado dos gases (maxima e minima, em m/s) foi determinada
com auxilio de anemodmetro (Instrutherm, modelo AD-250, Sado Paulo, S&o Paulo),

eram realizadas leituras diarias (ao menos 3 vezes). Em conjunto também foram
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colhidos dados relativos a temperatura interna das cadmaras e teor de umidade (%),
registrados por termo higrémetros alocados na parte interna das camaras.

Para amostragem dos gases produzidos foi utilizada bomba peristaltica
(Ismatec, modelo IPC, Wertheim, Alemanha), cujo fluxo amostral era diariamente
calibrado (8:00). Os gases eram colhidos em baldes metalicos com capacidade para
5 litros. Apos o periodo de coleta o sistema de amostragem era desligado e os
balées vedados (valvula three way).

Para cada balao foram colhidas trés aliquotas de 10 mL armazenas em tubos
com vacuo de 12 mL para determinagdo da concentragdo de CHa4 por cromatografia
gasosa, utilizado cromatografo gasoso (Shimadzu, modelo CG-2010, Quioto, Japdo),
equipado com coluna capilar (megabore) com didametro interno de 0,530 mm e
espessura do filme de 25 um (Agilent, modelo J&W HP-PLOT Molsieve, Santa Clara,
USA), e detector por ionizagcdo de chama (FID). Foram realizadas curvas de
calibragdo com o uso de metano (99,5%, Praxair Industrial Gases, Osasco, S&o
Paulo) em concentragdes de 0,1, 1,0, 2,0 e 5,0%. As amostras foram injetadas
manualmente (500 pL) utilizando nitrogénio (N2 4.6 FID) como gas de arraste (25
mL/minuto) sob diferentes temperaturas para coluna (50°C), injetor (47°C), e
detector (280°C).

4.2.4 Colheita de Liquido Ruminal

Apos o fim do periodo de adaptacdo, foi realizada uma colheita do liquido
ruminal dos animais trés horas apds a primeira oferta do dia, com objetivo de
determinar a composicado dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e caracterizar
os parametros da cinética fermentativa do rumen, tais quais pH e nitrogénio
amoniacal (N-NHz).

Foram realizadas as leituras do pH logo apds a colheita, utilizando pHmetro
eletrénico (Gehaka, modelo PG 2000, Sao Paulo, Brasil). Ap6s a leitura do pH foram
colhidos 2 mL do liquido ruminal de cada amostra e colocados junto a solugao de
verde de metila e formol salino (MFS) para determinacdo da populagédo de
protozoarios. Todas as amostras foram separadas individualmente por animal e

armazenas em freezer (-4°C) para posterior determinagao de N-NH3 e AGCC.
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4.2.4.1 Parametros fermentativo no liquido ruminal

Todas as amostras do conteudo ruminal foram descongeladas em
temperatura ambiente, homogeneizadas e colhidas respectivas aliquotas para
determinagées de N-NH3 (1 mL) e AGCC (1,6 mL) seguindo os protocolos abaixo
descritos.

A determinagcdo de AGCC foi realizada segundo a metodologia descrita por
Palmquist e Conrad (1971) e Nocek, Hart e Polan (1987) com adaptagdes de Lima et
al. (2017) por meio de cromatografia gasosa (Shimadzu, modelo CG-2014, Quioto,
Japao), e detecgao por ionizagado de chama em coluna empacotada de ago inox
(Supelco, modelo 11965, Bellefonte, USA).

As determinagdes de N-NH3 foram realizadas por meio do método de micro
Kjeldahlj, volatilizando o nitrogénio em destilador (Tecnal, modelo TE-036/1,
Piracicaba, Brasil) por meio de fluxo de vapor e solugéo de Tetraborato 5% (10 mL),
capturado em solucdo de acido bodrico, e determinado através por titulagao
colorimétrica em acido sulfurico (0,01 N), conforme descrito por Preston (1995).

4.2.4.2 Populagao de protozoarios

A populacdo de protozoarios foi estimada por meio da metodologia descrita por
Dehority, Damron e McLaren (1983); aliquotas de 2 mL foram colocadas em
presencga de (4 mL) solugéo formaldeido 40% e cloreto de sddio (MFS, na proporg¢ao
1:1). As amostras foram entdo hominizadas e pipetadas (0,01 mL) em camaras de
contagem Neubauer (Optik Labor, modelo Brightline Improoved, Gorlitz, Alemanha)
composta por quadrantes de 0,0025 m? com profundidade de 0,100 mm.

As contagens foram realizadas em duplicata (2 quadrantes por vez, total
4 contagens por amostra) com auxilio de microscopio (Olympus, modelo
CX31RBSFA, Toquio, Japao) com lente objetiva (10x). A populagdo de protozoarios
foi entdo determinada conforme a equacao 4.

P = (N *x*10.000) (4)

onde, N = Média das contagens, x = diluicdo do inéculo, e 10.000 é o volume da

camara; os resultados foram expressos em unidades por mL.
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4.2.5 Balango de energia

Para a determinagdo do conteudo energético das dietas foi utilizada bomba
calorimétrica (Parr Instrument, modelo, Moline, USA) para determinagdo da energia
bruta (EB, em cal’lkg MS). Todos os constituintes das dietas experimentais foram
avaliados separadamente.

As amostras foram pesadas individualmente (= 1,0100 g) em capsulas
metalicas isentas de gordura (queima prévia em forno mufla a 550° por 6 horas).
A energia das sobras e fezes foi avaliada individualmente por animal e periodo para
determinar energia digestivel (ED) e energia metabolizavel (EM) conforme as
equagdes 5 e 6 respectivamente (NRC, 2000). Todos os valores foram atribuidos em
funcdo do consumo e excregdes diarias.

Para determinagdo de EM foram aplicadas as perdas energéticas por
eructacao de gases utilizando os dados obtidos no ensaio anteriormente descrito. As
amostras colhidas da urina foram quantificadas por meio da equagéo (7) proposta
por McDonald et al. (2010), considerando como energia excretada via urina 23 kJ/g
nitrogénio total na urina. A perda de energia digestivel via produgdo de metano
(equacao 8) e a energia bruta do metano produzido (equagao 9) foram determinados

conforme descrito por Trotta, Klotz e Harmon (2018).
ED = EBC - EFezes (5)

onde, ED = energia digestivel (kcal/animal dia), EBC = energia bruta consumida

(kcal/dia), Erezes = energia excretada nas fezes (kcal/dia).
EM = ED - EUrina — EBCH4 (6)

onde, EM = energia metabolizavel (kcal/animal dia), ED = energia digestivel,
Eurna = energia excretada na urina (kcal/dia), EBCH4 = energia bruta do metano

produzido (kcal/dia).
EUrina = N% * 23 (7)

onde, Eurna = energia excretada na urina (kcal/dia), N% = excregédo total de
nitrogénio na urina (g/dia).

Perda ED = (EBCH4/ED) x 100 (8)

onde, Perda ED = energia digestivel perdida via producdo de metano entérico

(kcal/dia), EBCH4 = energia bruta do metano produzido, ED = energia digestivel.
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EBCH4 = CH4 mol x 890,8 (9)

onde, EBCH4 = energia bruta do metano produzido, CH4 mol = numero de mols de

metano, 890,8 = energia bruta por mol de metano.

4.2.6 Extragcao de Gossipol livre em Farelo de Algodao

Para extragdo de gossipol livre foram utilizados 300 miligramas de farelo de
algodao com adigcdo de 10 mL de acetona. Apds 16 horas o conteudo foi filtrado sob
vacuo com auxilio de papel filtro, com quintupla lavagem do residual aplicando 2 mL
de acetona a cada lavagem conforme descrito por Wang (1987) adaptado por
Romero (2013). Ap6s a filtragem foi realizada a secagem em rotavapor (Buchi,
modelo R-215, Valinhos, Brasil), posteriormente foi realizada a dissolugdo em 10 mL
de solugdo composta por cloroférmio e acido acético para CLAE nas proporgdes
99:1 (volume/volume). Foi entao realizada a filtragem em membrana PTFE (45 um) e

coleta de 1 mL para posterior quantificagcado em CLAE.

4.2.7 Extracao de Gossipol total em Farelo de Algodao

Para extragcdo de gossipol total foi realizada por meio de hidrdlise acida
(3-amino-1-propanol) conforme descrito por Hron, Kuk e Abraham (1990) e adaptado
por Romero e Abdalla (2018)!. O conteudo foi filtrado sob vacuo com auxilio de
papel filtro, com quintupla lavagem. Apéds a filtragem foi realizada a secagem em
rotavapor (Buchi, modelo R-215, Valinhos, Brasil), e posterior filtragem em
membrana PTFE (45 ym) e coleta de 1 mL para posterior quantificagcdo em CLAE.

4.2.8 Deteccao e Quantificagao de Gossipol em Farelo de Algodao

Para detecgéo e quantificagcao foi utilizado CLAE (Agilent, modelo 1100, Santa
Clara, USA) equipado com conjunto quartenario de bombas, coluna Zorbax de fase
reversa (Agilente, modelo C18, Santa Clara, USA) de 250 x 4,6 mm e particula de 5
Mm e detector de arranjo de fotodiodos. A eluicdo por gradiente da fase movel foi

realizada em acordo com o descrito por Wang (1987) adaptado por Romero (2013),

! Romero, A.C.; Abdalla, A.L. Profile of free and bound gossypol in cottonseed from the main producer
regions of Brazil and gossypol residues in meat. — Journal of Agricultural and Food Chemistry - artigo
submetido a publicagéo
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utilizando solugdo composta por metanol acidificado por acido ortofosférico (0,1%) e
agua na proporgao 70:30 volume/volume, junto a cloroformio (CHCI3) nas
proporcdes 80:20, respectivamente. A vazao aplicada foi de 1,1 mL/minuto com

coluna sob temperatura constante de 23° C.

4.2.9 Calculo de ingestao de Gossipol

A partir dos resultados colhidos para a presenca de GL, e GT foi calculada
(equacao 10) a ingestdo média diaria (IMD) pelos animais que receberam a dieta
com inclusao de farelo de algodao durante o periodo (21 dias por periodo) de ensaio
in vivo, foram utilizados os dados de consumo médio diario (CMD, em gramas). A
ingestao total foi calculada (equagdo 11) considerando a IMD pelo periodo
experimental. O peso vivo (PV) dos animais foi utilizado para determinar a
distribuicdo dos niveis ingeridos, a exposi¢ao total corporea (ETC, em gramas/kg
PV) foi determinada segundo a equagao 12.

IMD =TG * CMD (10)
onde, IMD = ingestdo média diaria (mg/dia), TG = teor de gossipol (livre ou total,
mg/g), CMD = consumo médio diario (gramas/dia).

IT =IMD * DE (11)
onde, IT = ingestado total (g), IMD = ingestdo média diaria (mg/dia), DE = dias de
exposicao.

ETC =IT x PV (12)

onde, ETC = exposigdo total corpérea (g/kg PV), IT = ingestao total, PV = peso vivo
(k).

4.2.10 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
software estatistico SAS® versao 9.4 (Statistical Analysis System Institute, Cary —
NC, USA), e o procedimento Generalized Linear Model (PROC GLM). Foram
comparados os parametros da digestibilidade aparente de nutrientes, digestibilidade

da energia, balangco de nitrogénio e emissdao de metano entre as dietas
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experimentais; sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

4.3 Resultados

Os resultados referentes ao consumo e digestibilidade de nutrientes das
diferentes dietas, estao dispostos na Tabela 4.2. Nao foram observadas diferencas
para o consumo dos nutrientes avaliados: consumo da matéria seca (CMS, P =
0,868), consumo da matéria organica (DgMO, P = 0,889), consumo da proteina bruta
(CPB, P = 0,267) e também o consumo de matéria seca em % do peso vivo (P =
0,387).

Além dos nutrientes, também foi avaliado o consumo de agua em litros por
animal dia (L/d, P = 0,798), consumo em % de peso vivo (P = 0,212), todos nao
significativos.

A digestibilidade da matéria seca (DMS) e da matéria organica (DgMO) foram
significativas (P = 0,039 e P = 0,009, respectivamente), com a dieta controle (Dieta
CON) responsavel pelas maiores médias em comparagdo a dieta coproduto (Dieta
CPDT). Ja a digestibilidade da proteina bruta n&o apresentou diferengca (DPB, P =
0,09).

Tabela 4.2 — Consumo e digestibilidade aparente de nutrientes, e ingestdo de agua
para ovinos suplementados com dieta composta por coprodutos do biodiesel e
controle

Itens Dieta CPDT Dieta CON EPM Valor de P
CMS (g/d) 1321 1347 107 ns
CMS (% PV) 1,90 2,14 0,19 ns
CMO(g/d) 1421 1438 87,9 ns
CPB (g/d) 238 215 13,6 ns
DMS(%) 55,7b 65,1 a 2,88 *
DgMO(%) 64,5b 71,4 a 1,56 *
DPB(%) 72,2 70,2 0,77 ns
CH20 (L/d) 3,11 3,22 0,28 ns
CH20 (% PV) 1,47 2,02 0,29 ns

Dieta CPDT = dieta coproduto composta por (60% feno de Tifton 85, 18% farelo de girassol, 16%
milho desintegrado e 6% farelo de algodao); Dieta CON composta por (60% feno de Tifton 85, 30%
milho desintegrado e 10% farelo de soja); CMS = consumo de matéria seca; CMO = consumo de
matéria orgénica; CPB = consumo de proteina bruta; CH20 = consumo de &gua; DMS =
digestibilidade da matéria seca; DgMO = digestibilidade da matéria organica; DPB = digestibilidade
da proteina bruta; d = dia; PV = peso vivo; EPM = erro padrdo da média; ns = ndo significativo; A
auséncia de médias seguidas de letras indica que ndo houve diferenga estatistica (P > 0,05);
Médias com letras diferentes na mesma linha indicam efeito significativo de tratamento pelo teste de
Tukey a 5% de significancia;
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A ingestdo de nitrogénio (N, Tabela 4.3) nado foi significativa (Ningerido,
P = 0,399), assim as excregodes totais de N (Nexcretado, P = 0,178), excregdo de N nas
fezes (P = 0,8810) e excregcédo de N na Urina (P = 0,187). A retencdo de N (Nretido,

P = 0,933) e a razao retido:ingerido (P = 0,593) também nao foram significativas.

Tabela 4.3 — Balango do nitrogénio disponivel na dieta por ovinos suplementados

com dieta composta por coprodutos do biodiesel e controle

Itens Dieta CPDT Dieta CON EPM Valor de P
Ningerido (9/d) 37,7 34,9 2,29 ns
Nexcretado (9/d) 22,5 19,3 1,55 ns
Nrezes (9/d) 10,2 10,4 0,62 ns
Nurina (9/d) 12,0 9,07 1,52 ns
Nretigso (9/d) 15,2 15,5 2,51 ns
Nretido/Ningerido (9/d) 0,39 0,43 0,05 ns

Dieta CPDT = dieta coproduto composta por (60% feno de Tifton 85, 18% farelo de girassol, 16%
milho desintegrado e 6% farelo de algodao); Dieta CON composta por (60% feno de Tifton 85, 30%
milho desintegrado e 10% farelo de soja); Ningerido = consumo de nitrogénio da dieta; Nexcretado =
nitrogénio excretado via fezes e urina; Ntezes = nitrogénio excretado nas fezes; Nuina = nitrogénio
excretado na urina; Nretido = nitrogénio absorvido; Nretido/Ningerido = razéo de absorgao do nitrogénio; d
= dia; EPM = erro padrdo da média; ns = nao significativo; A auséncia de médias seguidas de letras
indica que nao houve diferencga estatistica (P > 0,05)

O mesmo ocorreu para a absorgao (PMabs, P = 0,595), fornecimento de
proteina microbiana (NMforn, P = 0,586) (Tabela 4.4), e excreg¢do de derivados de
purinas na urina (P = 0,137). O total de nitrogénio fornecido nao diferiu entre os
tratamentos (Total Nforn, P = 0,906), assim como a razdo entre o NMforn e Total
Nforn (NM/Ntotal, P = 0,917).
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Tabela 4.4 — Excregdo de derivados de purina na urina e absorgdo de nitrogénio
microbiano por ovinos suplementados com dieta composta por coprodutos do

biodiesel e controle

Itens Dieta CPDT Dieta CON EPM Valor de P
DP (mmol/d) 34,7 65,4 13,6 ns
PMabs (mmol/d/kg®7®) 12,1 12,3 0,22 ns
Total Nforn (g/d) 24 1 24,5 2,56 ns
NMforn (g nitrogénio/d) 8,82 8,94 0,16 ns
NM/Ntotal (g nitrogénio/d) 2,71 2,75 0,91 ns

Dieta CPDT = dieta coproduto composta por (60% feno de Tifton 85, 18% farelo de girassol, 16%
milho desintegrado e 6% farelo de algodao); Dieta CON composta por (60% feno de Tifton 85, 30%
milho desintegrado e 10% farelo de soja); DP = derivados de purina; PMabs = proteina microbiana
absorvida; Total Nforn = total de nitrogénio fornecido (nitrogénio da dieta + nitrogénio microbiano);
NMforn = nitrogénio microbiano fornecido; NM/Ntotal = relagao nitrogénio microbiano:nitrogénio total
d = dia; N = nitrogénio; EPM = erro padrdo da média; ns = ndo significativo; A auséncia de médias
seguidas de letras indica que nao houve diferenga estatistica (P > 0,05);

Os dados referentes ao balango energético das dietas estdo dispostos na
Tabela 4.5. Embora as médias da Dieta CON tenham sido superiores as da Dieta
CPDT, nao foram observadas diferengas para energia digestivel (P = 0,714), e
energia metabolizavel (P = 0,708). Para a produ¢do de metano por kg de matéria
seca consumida (P = 0,363), por kg de matéria organica consumida (P = 0,150),
emissao total (CH4, P = 0,480) e a respectiva perda energética para sua produgéo
(Perda ED, P = 0,296), o tratamento Dieta CPDT foi responsavel pelas maiores
médias, no entanto estes parametros ndo foram significativos (P > 0,05). A energia
bruta consumida (EBC, P = 0,702), a digestibilidade da energia (DE, P = 0,064), e a
energia bruta do metano produzido em vinte e quatro horas (EBCH4, P = 0,479) n&o

diferiram entre os tratamentos.
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Tabela 4.5 — Balango energético e emissdo de metano por ovinos suplementados
com dieta composta por coprodutos do biodiesel e controle

Itens Dieta CPDT Dieta CON EPM Valor de P
EBC (kcal/d) 5836 5637 357 ns
DE (%) 60,9 66,0 1,77 ns
EBCH4 (kcal/d) 162 149 11,8 ns
ED (kcal/d) 3582 3737 292 ns
EM (kcal/d) 3365 3524 293 ns
CH4 (L/d) 17,0 15,7 1,24 ns
CH4 (L/kg MSC d) 14,0 11,8 1,61 ns
CH4 (L/kg MOC d) 19,4 15,3 1,88 ns
Perda ED (%) 4,78 4,06 0,49 ns

Dieta CPDT = dieta coproduto composta por (60% feno de Tifton 85, 18% farelo de girassol, 16%
milho desintegrado e 6% farelo de algodao); Dieta CON composta por (60% feno de Tifton 85, 30%
milho desintegrado e 10% farelo de soja); EBC = energia bruta consumida; DE = digestibilidade da
energia; EBCH4 = energia bruta do metano produzido; ED = energia digestivel; EM = energia
metabolizavel;, Perda ED = energia digestivel perdida via producdo de metano entérico; CH4 =
produgao de metano entérico; MSC = matéria seca consumida; MOC = matéria organica consumida;
d = dia; EPM = erro padrdo da média; ns = ndo significativo; A auséncia de médias seguidas de
letras indica que n&o houve diferencga estatistica (P > 0,05);

Dentre os parametros fermentativos avaliados (Tabela 4.6) houve diferenga
significativa para a produgao de acetato (C2, P = 0,019), butirato (C4) e a produgéo
total de acidos graxos (P = 0,004 e P = 0,009, respectivamente), onde as médias da
Dieta CON foram superiores. A produg¢ao de propionato (C3, P = 0,308) e a relagao
acetato:propionato (C2:C3, P = 0,669) nao foi afetada. A populagdo de protozoarios
(P = 0,298), nitrogénio amoniacal (N-NH3, P = 0,137) e o pH ruminal (P = 0,384) ndo

apresentaram diferenca entre os tratamentos.
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Tabela 4.6 — Parametros fermentativos no liquido ruminal de ovinos suplementados

com dieta composta por coprodutos do biodiesel e controle

Itens Dieta CPDT Dieta CON EPM Valor de P
N-NH3 (mg/dL) 34,0 31,4 1,14 ns
Protozoarios (unidade/mL) 433929 514286 52324 ns
pH 6,11 5,98 0,10 ns
Acidos graxos de cadeia curta (em mmol/L)
C2 57,5b 62,1 a 1,21 *
C3 13,4 14,2 0,51 ns
C4 8,36 12,3 0,80 *
AGCCt 83,0b 93,0a 2,31 *
C2:C3 4,29 4,37 0,12 ns

Dieta CPDT = dieta coproduto composta por (60% feno de Tifton 85, 18% farelo de girassol, 16%
milho desintegrado e 6% farelo de algodao); Dieta CON composta por (60% feno de Tifton 85, 30%
milho desintegrado e 10% farelo de soja); N-NH3 = nitrogénio amoniacal; pH = potencial
hidrogeniénico; C2 = acetato; C3 = propionato; C4 = butirato; AGCCt = total de acidos graxos de
cadeira curta; C2:C3 = relagado acetato:propionato; EPM = erro padrdo da média; * = P < 0,05; ns =
ndo significativo; A auséncia de médias seguidas de letras indica que nao houve diferenga
estatistica (P > 0,05); Médias com letras diferentes na mesma linha indicam efeito significativo de
tratamento pelo teste de Tukey a 5% de significancia;

Nao foi detectado GL no farelo de algoddo utilizado neste experimento.
Ja para gossipol total foram encontrados 11,92 mg/g, a partir destes dados foi
calculada a exposicao dos ovinos suplementados com a dieta que continha farelo de
algodao em sua composigdo. Obtida a concentragdo de gossipol total foram
aplicadas as formulas descrita no tépico 4.2.9. Os resultados obtidos estdo dispostos
na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 — Ingestdo de gossipol total por ovinos suplementados com dieta

contendo farelo de algodao

Itens IMD IT ETC
Maior exposicao 1893 40 0,58
Menor exposi¢ao 990 21 0,25

IMD = ingestdao média diaria (mg/g); IT = ingestéo total (g); ETC = exposicao total corpérea (g/kg
PV); PV = peso vivo (kg);
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4.4 Discussao

O uso do farelo de girassol e farelo de algoddo em substituicdo parcial ao
milho desintegrado (reducdo 42,9%) e total ao farelo de soja, ndo exerceu efeito
negativo ao consumo de nutrientes, sendo observadas médias similares ao
tratamento controle para todas as variaveis de consumo avaliadas. O CMS obtido
esteve proximo ao recomendado pelo NRC (2007) em 2% do PV para carneiros
adultos em manutencgéo.

Para Nardone et al. (2010) encontrar alimentos alternativos que possibilitem a
redugdo no emprego de alimentos destinados a humanos, e que ndo promovam
maior consumo de agua sao aspectos desejaveis, principalmente em regides
tropicais onde a elevagdo da temperatura devera exigir maior consumo para
manutengdo do sistema biolégico. Nao elevar o consumo de agua também é
apontado por Thornton (2010) e Foley et al. (2011) como uma medida importante
para favorecer a sustentabilidade na pecuaria, uma vez que a demanda por este
recurso devera aumentar com o crescimento populacional.

Sabe-se que durante o processo de degradagdo no rumen, ha quebra de
proteina soluveis em peptideos e aminoacidos; as interagdes deste processo sio
refletidas pela producdo de NH3 (RUSSELL et al,, 1992; WALLACE, 1996;
ESCHENLAUER et al.,, 2002). A degradacdo de proteinas no rumen pode ser
observada por meio do N-NH3; segundo McDonald et al. (2010) concentragdes
préximas a 30 mg/dL indicam condigbes o6timas para o bom funcionamento da
degradagao proteica no rumen. As médias encontradas no presente trabalho se
adequam a esta premissa (34,0 e 31,4 mg/dL, para Dieta CPDT e Dieta CON,
respectivamente). No entanto, o mesmo autor também afirma que valores muito
superiores a 30 mg/dL podem ser uma resposta a proteinas de rapida degradacéao
no rumen. Nestas condigdes grandes perdas de N sdo observadas na urina em
funcdo do ciclo realizado pela ambnia no sistema biolégico, o qual depois de
formada como produto da degradagdo, € transformado em ureia no figado, e
excretado via urina (BACH; CALSAMIGLIA; STERN, 2005; MCDONALD et al.,
2010). Para o presente estudo, as excregdes de N tanto nas fezes quanto na urina
foram similares entre os tratamentos, e a retencdo de N também apresenta médias
similares, refutando a possibilidade de rapida degradacgao e perdas excessivas de N.
As médias encontradas por Lima et al. (2018) para retencdo de N em dieta com

inclusdo de 30% de girassol sdo proximas, sendo as encontradas neste trabalho
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pouco superior, assim como descrito por Costa et al. (2013), onde a retencédo de N
para dietas recomendadas pela NRC variam entre 15 e 22 g/d.

Elevadas excregcdes de N representam ndo s6 perdas para o sistema
biolégico (BACH; CALSAMIGLIA; STERN, 2005; CALSAMIGLIA et al., 2010), mas
influenciam o crescimento microbiano, o qual é limitado como consequéncia pela
baixa disponibilidade de N (baixa retencdo), reduzindo a absor¢cdo de proteina
microbiana (TAMMINGA, 1996). Neste sentido, a menor absor¢do de proteina
microbiana afetaria a producdo DP, reduzindo a producdo destes metabdlitos
(CHEN; GOMES, 1992). Nao terem sido observadas diferengas na producgao total de
DP, na PMabs e o NMforn, reforcam as condi¢cbes satisfatdrias obtidas, e reiteram
que Dieta CPDT néo influenciou negativamente o crescimento e absorgcdo de
proteina microbiana, o que também justifica a auséncia de diferenga para a DPB.

Ja para a DMS e DgMO foram encontradas médias superiores para o
tratamento Dieta CON, cuja diferenga para DMS entre os dois tratamentos foi de,
aproximadamente, 9,4%, enquanto para DgMO a diferenca foi de 9,6%. A menor
digestibilidade para estes dois parametros pode ser justificada pela maior presenca
de carboidratos estruturais, conforme a composi¢ao bromatologica apresentada no
capitulo anterior, tanto na comparagao entre os componentes da dieta isolados,
onde o FDN do farelo de algodéo (ALG, 701,8 g/kg MS) e girassol (GIR, 671,9 g/kg
MS) séo superiores aos descrito para farelo de soja (SJ, 348,7 g/kg MS), assim
como FDA, ALG (460,6 g/kg MS), GIR (517,7 g/kg MS) e SJ (225,9 g/kg MS).

Estas observagdes também foram encontradas por Lima et al. (2018), cuja
reducdo na digestibilidade esta diretamente associada ao aumento na inclusédo do
coproduto do girassol (maior nivel de inclusdo = 30%) a dieta; a mesma relagcéo
relatada por Lima Junior et al. (2011) para maiores inclusdes de farelo de algodao,
sendo atribuidas também a maior presenca de carboidratos estruturais. Também
pode ser atribuida a esta, a maior presenga de material lignificado, o que dificulta a
degradagdo no rumen e reduz a digestibilidade (SUSMEL et al., 1990). A
degradagao de nutrientes no rumen estd diretamente ligada ao mecanismo de
regulacdo do pH (DIJKSTRA et al., 2012), e apesar das diferengas obtidas para a
DMS e DgMO, estas nao influenciaram o pH ruminal entre os tratamentos.

O outro produto da fermentagao entérica amplamente discutido € o CHa4, cuja
producao representa perdas energéticas (BEAUCHEMIN; MCGINN, 2006), sendo
gerado principalmente pelas archaeas metanogénicas devido a presenca de H2
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resultante do processo de degradagdo de carboidratos (HUWS et al., 2018).
A producdo de AGCC influencia indiretamente a producdo de CHas. A producéo de
C2 utiliza menos H2 em sua formagao o que torna mais moléculas de H2 disponiveis
para o metabolismo das archaeas metanogénicas, em sentido oposto a producgéo de
C3, a qual utiliza mais H2 em sua formacao, e reduz esta disponibilidade (JANSSEN,
2010).

Diferentemente dos parametros até entdo descritos, a produ¢cdo de AGCC
obteve diferenca significativa para C2, C4 e AGCCt, sendo a Dieta CON responsavel
pela maior producdo destes, onde a produgcdo de C2 foi superior em 7,2%
comparada a Dieta CPDT. Apesar da diferenga obtida para producédo de C2, a
relagdo C2:C3 nao diferiu entre os tratamentos. E de conhecimento que as emissdes
de CH4 s&o proporcionais a relagdo C2:C3 (BLUMMEL; MAKKAR; BECKER, 1997;
GETACHEW et al., 1998).

A producao de AGCC é ditada pela disponibilidade de H2 no meio durante o
processo de degradagao ruminal; A produgédo de C3 é favorecida quando ha maior
disponibilidade de H2, enquanto C2 e C4 sao favorecidos em condicido oposta. A
producao de CH4 so é reduzida pela elevacédo de C4 quando este é produzido sobre
a reducgao na concentragdo de C2 (JANSSEN, 2010), no entanto ambos obtiveram
maior produgao na Dieta CON, ndo afetando, portanto, a produc¢ao de CH4.

Diferencas na producdo de CH4 também deveriam ser observadas por meio
da populagdo de protozoarios, uma vez que as archaeas metanogénicas estéo
associadas a estes microrganismos (OHENE-ADJEI et al., 2007). Reduzir as
emissbes de metano € fundamental para mitigar os impactos da pecuaria ao
ambiente, uma vez que grande parte das emissdes antropogénicas de CH4 séao
atribuidas ao setor (RIPPLE et al., 2013; HERRERO et al., 2016). Neste sentido, nédo
terem sido observadas diferencas na producdo de CH4 entre os tratamentos,
possibilita a substituicdo de fontes tradicionais pelos coprodutos na propor¢édo aqui
formulada, sem que sejam elevadas as emissdes de CH4.

Nao terem sido observadas diferengas para os pardmetros do balanco
energético pode ser suportado pelos parédmetros fermentativos anteriormente
discutidos, pois em condi¢cdes de baixa disponibilidade energética fontes alternativas
aos carboidratos passam a ser utilizadas como substrato para fornecer a energia
demandada pelo sistema biolégico, sendo a proteina uma das fontes utilizadas
(MCDONALD et al., 2010). Outro reflexo da baixa disponibilidade energética é a
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reducdo da atividade microbiana, uma vez que os carboidratos atuam como a
principal fonte energética para estes microrganismos (HOOVER; STOKES, 1991,
CALSAMIGLIA et al., 2010), portanto, o crescimento microbiano seria reduzido,
assim como as atividades fermentativas (BACH; CALSAMIGLIA; STERN, 2005).
Neste contexto, ndo terem sido observados disturbios no crescimento microbiano,
nos parametros da sintese proteica e também na atividade fermentativas de ambos
os tratamentos, demonstram terem sido satisfatérios os niveis de energia obtidos em
ambas as dietas.

Os valores encontrados neste trabalho para ED, EM e EBC estdo dentro dos
valores obtidos por Costa et al. (2013) ao avaliar em dietas recomendadas pelos
manuais da NRC de 1985 e 2007 para o fornecimento minimo de energia, obtendo
valores entre 2500 e 3000 kcal/d para ED, e 2000 e 2500 kcal/d para EM, e 3300 e
4400 kcal/d para EBC. Todos os valores obtidos para as dietas CON e CPDT foram
superiores aos descritos por Costa et al. (2013), corroborando para o fornecimento
do minimo recomendado pelos manuais.

A emissédo de CH4 (em L), e CH4 (em L/kg MSC), foram inferiores aos valores
descritos por Aemiro et al. (2019), assim como a EBCH4 perdida pelas emissdes
diarias. Os médias obtidas para emissao de CH4 (em L) e CH4 (em L/kg MSC),
assim como Perda ED, foram préximas (entre 3 e 6%) as descritas por Woodward et
al. (2001), enquanto as médias descritas por Aemiro et al. (2019) apresentaram
perdas superiores, da ordem de 14%. A EBCH4 também foi préxima a obtida por
Wang et al. (2018). As perdas energéticas por emissdo de metano aqui descritas
também estdo dentro do previsto por Blaxter e Clapperton (1965) podendo atingir até
9% da EBC. Para carneiros adultos Pelchen e Peters (1998) encontraram perdas de
até 7%.

Diferentemente dos paradmetros até entao discutidos, as avaliagdes realizadas
para a ingestdo de gossipol trazem informagdes para a sanidade dos animais de
forma quantitativa, comparando aos niveis de seguranga preconizados pela
European Food Safety Authority (EFSA) para adicao de farelo de algodao (FA) a
dieta de ruminantes, e para IMD. Segundo publicado em seu mais recente boletim, é
possivel a inclusdo de até 40% de FA sobre a dieta total de ruminantes, no entanto,
€ recomendada a inclusdo de até 20% (KNUTSEN et al.,, 2017). No presente

trabalho a inclusao sobre a dieta total foi de 6%, bem abaixo do nivel recomendado.
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O mesmo boletim também aponta que a IMD de GL, sem que sejam notados efeitos
adversos (NOAEL) é de 200 mg/kg MS, e até 5 mg/kg PV, porém nao foi detectada a
presenca de GL no FA utilizado. Apesar de apresentados os dados para IMD, IT e
ETC, na tabela 4.7, ndo séo definidas doses minimas para GT, pois segundo EFSA
(2009) o GT implica em GL, gossipol ligado e substancias analogas hidrolisadas por
solucdo acida, sendo GL a unica forma téxica entre as fragdes correspondentes ao
GT.

4.5 Conclusao

A dieta formulada utilizando farelo de algodao (6%) e girassol (18%) em
substituicdo total ao farelo de soja e parcial (- 42,9%) ao milho, foi satisfatoria para
os parametros fermentativos avaliados, fornecendo condi¢coes similares a Dieta
CON, tanto para o balango energético quanto proteico, sem elevar as emissdes de
CH4.
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5 Consideragoes finais

Os resultados encontrados neste trabalho demonstram que coprodutos do
biodiesel podem fornecer uma fonte nutricional adequada para substituir alimentos
utilizados na formulagdo de concentrados proteicos e energéticos. Nao foram
notados efeitos negativos para sua inclusédo, cujos parametros fermentativos nao
diferiram da dieta controle. No entanto, ndo foram avaliados diferentes niveis de
inclusdo, o que ndo permite assegurar que resultados semelhantes poderiam ser
obtidos caso diferentes niveis fossem avaliados. Também a realizacdo de estudos
sobre as alteragdes na microbiota ruminal, poderiam fornecer informacdes
importantes para auxiliar sua manipulacao explorando alternativas que reduzam as

emissdes de gases de efeito estufa pelo setor pecuario.

A exploragdo de um ensaio sobre a degradabilidade da proteina poderia
facilitar a compreensao de alguns resultados obtidos para culturas com a presenca
de compostos antinutricionais, assim como estudar a provavel formacdo de
complexos entre proteinas e carboidratos (reagdo de Maillard) para o coproduto
obtido do pinhdao manso devido ao aquecimento gerado durante a extragcao, o que
traria maior peso para o entendimento dos parametros fermentativos com baixas

meédias obtidas por este estudo.

Coprodutos cuja presenca de compostos toxicos ou outros fatores
antinutricionais demonstraram que sem a aplicagdo de mecanismos de
detoxificagdo, apresentam rendimento inferior, e podem trazer efeitos deletérios
insatisfatorio caso sejam fornecidos diretamente ao animal. Assim como determinar
os niveis destes compostos nas culturas avaliadas para facilitar a comparagao com
diferentes trabalhos na literatura. Realizar um ensaio com animais em crescimento
também devera trazer novas informagdes, uma vez que durante esta fase ha maior
exigéncia nutricional, o que traria maior peso cientifico para futuros trabalhos, assim
como a realizagdo de uma analise de custos, poderia trazer caracteristicas atrativas

para facilitar o processo de extensao entre a academia e a aplicagdo a campo.

O emprego dos coprodutos do biodiesel na produgédo animal traz ndo s6 como
beneficio a redugcdo ao uso de alimento humano como suplemento, mas também
reduz o impacto ao ambiente, cujo descarte incorreto pode trazer consequéncias
negativas a sustentabilidade do planeta. Para as unidades produtoras de biodiesel,

cuja competitividade é constantemente questionada quando comparada ao prego do
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diesel, ha a possibilidade de agregar valor aos coprodutos gerados contribuindo para
reducao dos custos com transporte para o correto descarte e tratamento sanitario, o
que transforma o que seria considerado residuo em coproduto de valor agregado.
Também ha a possibilidade da obtencao de incentivos fiscais devido ao abatimento
das pegadas de carbono do setor. Todos estes fatores podem contribuir para maior

competitividade do biodiesel brasileiro.



