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GLICERINA BRUTA ASSOCIADA A ADITIVOS NA ALIMENTACAO DE BOVINOS
DE CORTE

RESUMO - A utilizacao de residuos agroindustriais e aditivos alimentares na
dieta de bovinos de corte tem crescido nos ultimos anos em decorréncia da acao
positiva destes na fermentacao ruminal, principalmente com o intuito de melhorar a
eficiéncia alimentar e reduzir os custos da producao. Neste sentido, este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar a substituicdo parcial do milho (50% da MS na
dieta total) e da casca de soja (13,27% da MS na dieta total) pelo coproduto do
processamento do biodiesel (glicerina bruta) e sua associacdo aos aditivos 6leos
essenciais (Essential®) ou a monensina sédica (Rumenpac®) na dieta de bovinos de
corte. Foram utilizados cinco bovinos machos da raca Nelore, castrados, com 36
meses de idade, peso médio de 500 kg e providos de canulas permanentes no
rumen. Dietas experimentais semelhantes nos teores de PB e EM foram fornecidas
para os animais na relagao volumoso:concentrado de 30:70, e denominadas: CONT
- Tratamento controle (sem glicerina bruta ou aditivos); OE - Tratamento éleos
essenciais (adicdo do produto Essential®, sem glicerina bruta); MON - Tratamento
monensina sodica (adicdo do produto Rumenpac®, sem glicerina bruta); OEG -
Tratamento 6leos essenciais com introducdo de glicerina bruta; MONG -
Tratamento monensina sédica com introducdo de glicerina bruta. A introducéo de
glicerina bruta nos tratamentos OEG e MONG foi de 200g/kg MS, e as inclusbes de
monensina sédica e 6leos essenciais foram respectivamente de 0,03g/kg e 0,5g/kg
de MS da dieta total. Avaliou-se o consumo e digestibilidade in vitro da MS e
nutrientes das dietas, os parametros ruminais (pH e nitrogénio amoniacal), a
producdo e qualidade da massa microbiana e a producdo de gases metano e
carbbnico das dietas. Os animais foram distribuidos em delineamento quadrado
latino (5 x 5), em esquema fatorial 2 x 2 + 1 (monensina sodica ou 6leos essenciais
x auséncia ou presenca de glicerina + controle). Os dados foram analisados por
intermédio do comando PROC MIXED do programa SAS versdo 9.2, a 5% de
probabilidade. A inclusdo de glicerina bruta aos tratamentos (OEG e MONG)
ocasionou reducdo no consumo de MS, MO, FDN, EE e AMIDO, e aumento na
DIVMS e diminuicdo na DIVPB, independentemente do aditivo (P<0,05). Todos os
tratamentos foram eficientes na manutencdo do ambiente ruminal, com valores de
pH acima de 6,2 e concentragdo de N-NH3; acima de 10 mg/dL. N&o foi encontrado
nenhuma diferenca (P>0,05) na produgdo e qualidade da massa microbiana. A
associacao glicerina e aditivos foi eficiente na reducdo da producdo de gases
metano in vitro. A glicerina bruta adicionada em 200 g/kg MS é um ingrediente
energético substituto ao milho grdo e a casca de soja, e, quando associada a
aditivos (monensina sédica ou éleos essenciais) mostrou-se uma alternativa viavel a
ser utilizada em confinamento de bovinos Nelore, sem efeitos prejudiciais sobre a
fermentacédo ruminal.

Palavras-chave: monensina sddica, Nelore, 6leos essenciais, parametros ruminais
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CRUDE GLYCERIN ASSOCIATED TO ADDITIVES IN THE FEEDING OF BEEF
CATTLE

ABSTRACT - The use of agroindustrial residues and food additives in the diet
of beef cattle has increased in recent years due to positive action of these on ruminal
fermentation, mainly with the aim of improve feed efficiency and reduction of
production costs. Thus, this work was carried to evaluate the partial substitution of
corn (50% DM in the total diet) and soybean hulls (13.27% DM in the total diet) by
biodiesel coproduct (crude glycerin) and their association with essential oils
(Essential ®) or sodium monensin (Rumenpac ®) in the diet of beef cattle. Were
utilized five Nellore steers with 36 months of age, average weight of 500 kg and
provided with permanent rumen cannulas. Similar experimental diets on the CP and
EM were given for the animals in forage to concentrate ratio of 30:70, and
denominated: CONT - Treatment control (no additives or crude glycerin), OE -
Treatment Essential Oils (Addition of Essential® without crude glycerin); MON -
Treatment sodium monensin (addition of Rumenpac® without crude glycerin); OEG -
Treatment essential oils with introduction of crude glycerin; MONG - Treatment
sodium monensin with introduction of crude glycerin. The introduction of the crude
glycerine on the treatments OEG and MONG was 200g/kg MS, and the inclusions of
sodium monensin and essential oils were respectively 0.03 g / kg and 0.5 g / kg DM
in the diet. It was evaluated the intake and digestibility in vitro DM and nutrients in the
diets, ruminal parameters (pH and ammonia nitrogen), and the production and quality
of microbial mass, production of methane and carbon of the diets. The animals were
distributed in Latin square design (5 x 5) in a factorial 2 x 2 + 1 (sodium monensin or
essential oil vs absence or presence of crude glycerin + control). The data were
analyzed using PROC MIXED of SAS version 9.2, a 5% probability. The inclusion of
crude glycerin treatments (OEG and MONG) resulted in reduced intake of DM, OM,
NDF, EE and STARCH, and increased DIVMS and decreased DIVPB, independently
of the additive (P <0.05). All treatments were effective in maintaining of the rumen
mat, with pH values up 6.2 and nitrogen ammonia concentration above 10 mg / dL.
Not found difference (P> 0.05) on production and quality of microbial mass.Glycerin
and additives association was effective in reducing methane production in vitro. The
crude glycerin added to 200 g / kg DM is an ingredient substitute for corn grain and
soybean hulls, and when combined with additives (sodium monensin or essential
oils) proved to be a viable alternative for use in feedlot of Nellore steers without
detrimental effects on ruminal fermentation.

Keywords: essential oils, Nellore, ruminal parameters, sodium monensin



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

Por muito tempo nutricionistas tem trabalhado na modificacdo do ambiente
ruminal com o proposito de melhorar a eficiéncia alimentar (BENCHAAR et al.,
2008). A utilizagdo de aditivos e ingredientes alternativos como os subprodutos da
agroindustria na alimentagcdo animal é sem dlvida uma estratégia de redugao dos
custos da dieta com melhoria na eficiéncia alimentar. Essa pratica é amplamente
utilizada em sistemas de terminacédo de bovinos em confinamento, onde os custos
com alimentacdo e mao de obra sdo altamente dispendiosos. Neste sentido, a
substituicdo de ingredientes onerosos como o milho, o qual tem grande participacéo
na dieta total, se torna vantajosa.

A producdo de biocombustiveis tem se expandido intensamente na ultima
década, e as ramificacbes deste crescimento para a industria de gado estdo se
tornando cada vez mais evidentes. A conversdo de cereais a biocombustiveis tem
aumentado a competicao por matérias-primas utilizadas na alimentacao animal, em
contrapartida ha a geracdo de grandes quantidades de coprodutos, que logo se
tonardo alimentos comuns aos animais (DROUILLARD, 2011). Entre os principais
coprodutos agroindustriais com potencial para substituicdo do milho na alimentacéao
de ruminantes, atualmente, destaca-se a glicerina bruta (MACH et al., 2009, WANG
et al.,, 2009a, LAGE et al.,, 2010, FARIAS et al.,, 2012a, FARIAS et al., 2012b).
Diversos trabalhos tém demonstrado a aplicabilidade da glicerina bruta na
alimentacdo de bovinos como fonte energética em substituigdo ao milho (VAN
CLEEF et al., 2014, FERRARO et al., 2009, ABO EL-NOR et al.,, 2010,
ABUGHAZALEH et al., 2011).

Outros ingredientes, classificados como aditivos alimentares e utilizados em
pequenas proporcoes nas dietas dos animais, como os antibiéticos ionéforos tém
sido utilizados com sucesso na alimentacdo de bovinos ha mais de 50 anos. No
entanto, alguns grupos cientificos juntamente com a midia vém cada vez mais
questionando o uso desse antibiético na alimentagdo animal por crerem que esses

produtos poderiam contribuir para o desenvolvimento de organismos resistentes,



criando risco a saude humana (SARTI, 2010). Nesse sentido, por precaucao, a
Unido Europeia baniu o uso de antibiético na alimentacdo animal e a importacao de
carnes de animais que receberam antibiéticos como promotores de crescimento
(IPHARRAGUERRE, 2003), mas a proibicdo do uso de ionéforos como aditivos
alimentares (monensina sodica e lasalocida) somente ocorreu em 2006. A
consequéncia imediata a esta proibicdo é a busca de alternativas para substituir os
ionéforos, que tenham a mesma eficiéncia e economicidade, sem trazer possiveis
riscos para saude humana (DILORENZO, 2008). Dentre essas novas alternativas de
modificadores de fermentacao ruminal, estdo os éleos essenciais.

Os o6leos essenciais sdo extraidos de determinadas plantas e podem interagir
com a membrana celular microbiana e inibir o desenvolvimento de algumas
bactérias ruminais gram-positivas e gram-negativas.

Os aditivos monensina sodica e Oleos essenciais aumentam a eficiéncia
energética no rumen, melhorar a utilizagdo do nitrogénio pelas bactérias ruminais e
reduzir perdas por metano e amobnia, pela defaunacdo de microrganismos
indesejaveis no rimen, fornecendo adequado ambiente ruminal. Esses aspectos sao
alguns dos objetivos dos nutricionistas para aumentar a eficiéncia e o desempenho
animal, juntamente com a reducdo dos custos da producdo com a utilizacdo de
subprodutos e coprodutos agroindustriais.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a substituicdo parcial
do milho (50% da MS na dieta total) e da casca de soja (13,27% da MS na dieta
total) pelo coproduto do processamento do biodiesel (glicerina bruta) e sua
associacao aos aditivos 6leos essenciais (Essential®) oriundos da mamona (Ricinus
communis) e do caju (Anacardium occidentale) ou a monensina sddica
(Rumenpac®) na dieta de bovinos de corte, com a hipétese de que essas

associacdes fornecam efeitos positivos a fermentagéo ruminal.



REVISAO DE LITERATURA
Cadeia produtiva do biodiesel

As reservas mundiais provadas de petréleo totalizam 1,5 trilhdes de barris. O
Brasil ocupa a 5% posicdo do ranking mundial com 25,21 bilhdes de barris. O
consumo mundial deste combustivel féssil estd estimado em 80 milhdes de
barris/dia (ANP, 2013), fato que nos leva a conclusdo que as reservas mundiais de
petréleo se esgotardo por volta do ano de 2065. Com isso, ndo havendo novas
descobertas de reservas, e com seu possivel esgotamento, € de prever que seu
preco elevara a tal ponto que sua utilizacdo como combustivel ndo sera mais
interessante, denotando uma necessidade da obtencdo de alternativas de recursos
energéticos que permitam a substituicao do petréleo.

Assim, entra em cena a utilizacdo de biomassa para fins energéticos, como
fonte de combustivel. Biomassa sédo todos os organismos biolégicos que podem ser
aproveitados como fontes de energia: a cana-de-acucar, o eucalipto, a beterraba
(dos quais se extrai alcool), o biogas (produzido pela biodegradacdo anaerdbica
existente no lixo e dejetos organicos), lenha, carvao vegetal e alguns 6leos vegetais
(amendoim, soja, dendé, mamona), entre outros (RAMOS, 2003). Estudos apontam
que, a utilizacdo da biomassa para fins energéticos, vem tendo uma participacéao
crescente perante a matriz energética mundial, levando as estimativas de que até o
ano de 2050 devera dobrar o uso mundial de biomassa disponivel (FISCHER, 2001).

Uma alternativa que apresenta crescente interesse é a utilizacdo de
combustiveis obtidos da agricultura (etanol e biodiesel). As experiéncias com
alternativas de combustiveis ndo sdo recentes, comprovando a preocupagcao com o
eventual esgotamento das reservas petroliferas. As primeiras experiéncias com o
uso comercial do biodiesel na Europa surgiram nos anos da Segunda Guerra
Mundial (Patente belga de 1937). J& no Brasil os estudos acerca de combustiveis
alternativos iniciaram na década de 70, com a experiéncia do PROALCOOL (PLA,
2002). Os estudos sobre a utilizagdo do biodiesel no Brasil surgiu na Universidade
do Ceara, nos ultimos anos da década de 70.



O biodiesel insere-se na matriz energética brasileira a partir da criacao de seu
marco regulatorio, através da lei 11.097/2005, publicada no Diario Oficial da Unido
em 13/01/2005. Na figura 1, segue uma linha histérica, a qual vai desde a criacao
desta lei, até a obrigatoriedade do uso do B5 (biodiesel a 5% no 6leo diesel) a partir

de 20183.
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Figura 1. Evolugao do marco regulatério para o biodiesel Lei 11.097/2005

A principal matéria prima utilizada na produgéo de biodiesel é o éleo vegetal
(AJANOVIC, 2011). Entretanto, outros produtos como gorduras de origem animal ou
6leos e gorduras residuais sédo utilizados na producao de biodiesel (ANP, 2013). Em
2010, o Brasil produziu 6.433,86 mil toneladas de 6leo de soja (FAPRI, 2011). Em
2005, utilizaram 61,6 mil toneladas de 6leo de soja para fabricacdo do biodiesel e
em 2010 passaram a utilizar 1.780,85 mil toneladas. Da producao total de 6leo de
soja, 27,6% é destinado ao setor bioenergético.

A producéo brasileira de biodiesel teve grande crescimento nos ultimos anos
devido a demanda do mercado por energia renovavel (AJANOVIC, 2011; VISSER et
al., 2011). Conforme podemos observar na Figura 2 a seguir, a produgao brasileira
de biodiesel teve crescimento exponencial de 2009 para 2011, porém no ano de
2012, devido as perdas provocadas pela estiagem em todo territdério nacional,
principalmente no Rio Grande do Sul, houve queda na producéo de graos, fato que
repercutiu na producgéo final do biodiesel. Contudo, a produgao entre janeiro e outubro
de 2013 ja igualou a producao total de 2012 somando 2,4 bilhées de litros, segundo a
Associacdo Brasileira das Indistrias de Oleos Vegetais (Abiove) o ano de 2013 foi
fechado em 3 bilhdes de litros.
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Figura 2. Producéo brasileira de biodiesel (Bilhdes de litros). Fonte: ANP (2013)

Segundo Fapri (2011), a producdo mundial de biodiesel em 2010 foi de 18,7
bilhdes de litros. Deste mercado 11,7 bilhdes de litros sdo oriundos da Unido
Europeia, 2,4 bilhées do Brasil, 2,1 bilhdes da Argentina e 2,0 bilhdes dos Estados
Unidos. A Unidao Europeia é responsavel por 62,5 % da producao mundial de
biodiesel, sendo a Alemanha responsavel por 44,0 %. O Brasil ocupa a segunda
colocacéao do ranking, sendo responsavel por 20,5 % da producéo total, ficando a
regiao centro-oeste com a maior produgao no pais (42,9 %).

Com o processo de producao do biodiesel sdo gerados diversos coprodutos
com alto potencial de uso em outros segmentos industriais, como por exemplo, a
glicerina (pura e bruta), as tortas e os farelos. Tendo em vista que o Brasil consome
aproximadamente 56 bilhdes de litros de 6leo diesel anualmente (ANP, 2013), e que
h&a adicdo de 5% de biodiesel no 6leo diesel, no ano de 2013 o setor produziu 3
bilhdes de litros de biodiesel (Abiove, 2014) e colocou no mercado aproximadamente
300 milhées de litros de glicerina. Com o crescimento da producéo de biodiesel, e o
ndao acompanhamento e aproveitamento das industrias consumidoras de glicerina
(alimenticia e farmacéutica), diariamente sao ofertados no mercado um grande
excedente desse coproduto, deixando-o sem destino definido.



Glicerina, coproduto da producao do biodiesel

A glicerina, também conhecida como glicerol ou 1, 2, 3 propanotriol, € 0
principal coproduto da produgéo do biodiesel. Aproximadamente 10% do volume da
matéria-prima (6leo ou gordura) adicionada, inicialmente, ao processo produtivo sao
convertidos em glicerina (DASARI et al., 2005).

A glicerina é um produto viscoso, resultante, entre outros, do processo de
transformacao de um triglicerideo em éteres de acidos graxos (biodiesel) a partir de
uma reacao de transesterificacdo, na presenca de um catalisador (normalmente
béasico) e de um éalcool de cadeia curta, podendo ser metanol ou etanol (Figura 3).
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Figura 3. Fluxograma da producéo do biodiesel e da glicerina.



Desde 1959, o glicerol é reconhecido como substancia atdxica, permitido
como aditivo em alimentos, e também considerado como substancia “GRAS”
(Generally Regraded as Safe) pelo Food and Drug Administration dos Estados
Unidos (DONKIN & DOANE, 2007). No Brasil, seu uso em produtos alimenticios é
assegurado pela Resolugdo de N° 386, de 5 de Agosto de 1999 (ANVISA, 1999).
Porém, para ser comercializada com essa garantia de qualidade, a glicerina bruta
(baixa e média pureza) tem que passar por processos de purificacdo, sendo tratada
e refinada por filtracdo onde sado utilizados aditivos quimicos e por onerosos
processos de destilacdo. Depois de purificada, a glicerina é utilizada em sintese de
resinas (18 %), farmacos (7 %), uso alimenticio (24 %), uso em cosméticos (40 %), e
outros (11 %) (THOMPSON & HE, 2006).

Conforme o tipo de processamento, a composicao da glicerina pode variar de
acordo com seu teor de glicerol e de impurezas (metanol, sais, sabdes e acidos
graxos). Segundo HIPPEN et al. (2008), a glicerina pode ser classificada em trés
diferentes graus de pureza: Baixa pureza - obtida logo ap6s a separacdo do
biodiesel e contém baixos niveis de glicerol (400 a 700 g/kg de glicerina), elevados
niveis de catalizadores, alcool, dgua, acidos graxos e sabdes; Média pureza - é a
glicerina bruta apds sofrer tratamento acido, seguido de remocéao dos acidos graxos
e sabdes, e possui normalmente 750 a 900 g de glicerol/kg de glicerina, sendo o
restante formado por agua, sais e metanol; e Alta pureza - ap6s sofrer bidestilacao a
vacuo e tratamento com absorventes, contém mais de 990g de glicerol/kg de
glicerina.

Porém, com o recente estimulo a producdo de biodiesel e expansao das
industrias no Brasil e no mundo (FAPRI, 2012), houve aumento na disponibilidade
de glicerina, gerando grande excedente no mercado. Esse fato comprometeu sua
comercializacdo, e como as industrias que a tinham como matéria-prima nao
acompanharam esse aumento da producao, e por ser relativamente caro o processo
de purificagdo, esses coprodutos, de baixa e média pureza estdo estocadas em
barris ou estdo sendo descartadas incorretamente na natureza (PELLEGRIN et al.,
2012). Assim, uma das alternativas para evitar a destinacao incorreta da glicerina, é

a sua utilizacdo na forma bruta (média pureza), na alimentacao animal.



Utilizacao da glicerina na alimentacao animal

No Brasil a utilizagdo de glicerina na nutricdo animal foi aprovada pela
Instrucdo Normativa N° 42 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), de 16 de dezembro de 2010, onde os parametros minimos para uso sao:
teor minimo de 800 g de glicerol/kg, menos de 150 ppm de metanol/kg e maximo de
120 g de agua/kg.

Doppenberg & Van Der Aar (2007) destacaram que a principal preocupacao
sobre o uso da glicerina bruta na alimentacao animal € o conteddo de metanol que
permanece apds processamento. A intoxicacdo por metanol em animais é
identificada pela excreg¢do de acido formico na urina. O metanol ingerido € oxidado
no figado a formaldeido e este a &acido férmico, que é a substancia toxica
(LAMMERS et al., 2008). Os efeitos téxicos decorrentes de envenenamento por
metanol sdo, na verdade, pela formagdo, acumulo e metabolismo lento do acido
formico. As consequéncias clinicas do envenenamento por metanol sdo depressao
do sistema nervoso central, vémitos, acidose metabdlica grave e cegueira pela
destruicdo do nervo Optico (SKRZYDLEWSKA, 2003). No entanto, estudos de
LAMMERS et al. (2008) e KIJORA et al. (1998) nao verificaram frequéncia de lesbes
histoldgicas nos olhos, rins e figado causada pela toxidade do metanol presente na
glicerina.

A glicerina apresenta caracteristicas energéticas semelhantes ao grao de
milho, desta forma varias pesquisas foram desenvolvidas utilizando a glicerina na
alimentacao animal (MACH et al., 2009, WANG et al., 2009a, WANG et al., 2009b,
PARSONS et al., 2009, FARIAS et al., 2012a, FARIAS et al., 2012b). A glicerina
comumente utilizada é a de média pureza, e apresenta aproximadamente 812 g de
glicerol, 47,6 g de cinzas, 0,3 g de metanol, 0,1 g de proteina bruta, 3,3 g de extrato
etéreo, 232 g de agua, 11634,4 mg/kg de sbdio, 79,1 mg/kg de potassio, 35,8 mg/kg
de calcio, 16,3 mg/kg de magnésio, 239,8 mg/kg de fésforo e 3656 cal/g de energia
bruta (TECPAR, 2010, Fundagédo-ABC, 2010, LANA, 2010).

Uma das principais deficiéncias desse ingrediente € o teor de proteina bruta
(média de 0,1 g/kg MS) e auséncia de gordura e componentes fibrosos. No entanto
a glicerina de média pureza apresenta valores energéticos (3656 cal/g) semelhantes
ao do milho grao, caracterizando-o como ingrediente energético. Porém, como



citado acima, ao substituir o milho grao pela glicerina, € necessario ajustar os teores
de proteina e fibra.

Sendo assim, diante da comprovacdo de sua utilizagdo para animais
monogastricos (GROESBECK et al., 2008, LAMMERS et al., 2008, CERRATE et al.,
2006, SIMON et al., 1996) e ruminantes (VAN CLEEF et al. 2014, LAGE et al., 2014
a, LAGE et al., 2014 b, CARVALHO et al., 2014, D’AUREA, 2014, FAVARO, 2014,
BARTON et al., 2013, WILBERT et al.,, 2013, PASCHOALOTO, 2012), seu uso
principalmente em substituicio aos ingredientes energéticos deve ser
cuidadosamente estudado, com base na anadlise de preco de mercado, a fim de

reduzir os custos da alimentacdo, e mantendo a eficiéncia produtiva.

Glicerina na dieta de ruminantes: fermentacao ruminal e metabolismo animal

A glicerina na nutricdo de ruminantes é classificada como uma fonte
energética de grande assimilacao pelos microrganismos da flora ruminal, com ampla
metabolizacao no figado (ABO EL-NOR et al., 2010).

Segundo KREHBIEL (2008) os possiveis destinos do glicerol em ruminantes
sdo: passagem direta (13 %), fermentacdo ruminal (44 %) e absorcao direta (43 %).
JOHNS (1953) ao avaliar a fermentagao ruminal in vitro e in vivo do glicerol observou
que apds duas horas de incubagao ruminal menos de 80 % da quantidade inicial de
glicerol foi encontrada no fluido ruminal, cerca de 50% desapareceu com quatro
horas de incubacéao e o desaparecimento total ocorreu apds 24 horas de incubacgao.

No rumen, o glicerol é rapidamente utilizado pelos microrganismos para
formacao de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), e num prazo de 4 a 6 horas
desaparece quase que totalmente (ABO EL-NOR et al., 2010, ABUGHAZALEH et
al.,, 2011; FERRARO et al., 2009; MACH et al., 2009). Com a fermenta¢ao ruminal
do glicerol observa-se uma alteracdo na producdo de AGCC em favor do &cido
propibnico. No entanto, o glicerol também pode aumentar as concentragdes de
butirato e valerato (DONKIN, 2008, ABUGHAZALEH et al., 2011).

ABUGHAZALEH et al. (2011) avaliaram as inclusées de 15, 30 e 45 % de
glicerina purificada (0,995 g/g de glicerol) em substituicdo parcial ao milho (30 a 45

%), € concluiram que a glicerina reduz a concentracao de acetato, enquanto que a
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concentracdo de propionato pode perfazer 45 % do total de C2 e C4 produzidos.
Além disso, as maiores inclusées (830 e 45 %) de glicerina reduziram as
concentragdes de DNA das bactérias fermentadoras de CHO estruturais (Buturivibrio
fibrisovens e Selenomonas ruminantium), enquanto que para as bactérias
fermentadoras de CHO néao estruturais (Albus Ruminococcus e Dextrinosolvens
Succinivibrio) nao foram observadas diferencas.

Segundo VALADARES FILHO & PINA (2006), o acido propidnico formado
pela fermentacao microbiana do glicerol pode ser absorvido pelo epitélio ruminal de
forma passiva, ou seja, sem gasto de energia e transportado via porta para o figado,
sendo a rota metabdlica usual o ciclo de Krebs, onde o Succinil-CoA, apo6s reacdes
biogquimicas origina o oxaloacetato que pode ser utilizado para formar glicose pela
via gliconeogénica. Assim, a glicerina apresenta grande potencial para aplicacao
como substrato gliconeogénico na nutricao de ruminantes.

A absorcao direta do glicerol pelo epitélio do ramen acontece de forma
passiva e precisa passar pelas proteinas integrais de membrana (MIP). As MIPs
podem ser classificadas em dois grandes subgrupos funcionais: aquaporinas
(altamente especificas para conduzir agua) e aquagliceroporinas (especializadas no
transporte de glicerol) (FROGER et al., 2001).

As aquagliceroporinas AQP3, AQP7 e AQP9 sao descritas como uma classe
de canais de agua permeaveis ao glicerol (FROGER et al., 2001). A AQP3 é
encontrada nas células epidermais, nos olhos, rins, estbmago, baco e eritrécito
(MACDOUGALD & BURANT, 2005) e age como um canal de glicerol, mantendo a
hidratacdo, a elasticidade e funcionamento dos orgdos. A AQP7 é encontrada em
abundancia no tecido adiposo e atua como um canal de glicerol para os adip6citos
(HIBUSE et al., 2005). A AQP9 é especifica do figado e funciona como porta de
entrada no hepatdcito, regulando a entrada do glicerol na célula para ser utilizada
como substrato gliconeogénico durante o jejum (FROGER et al., 2001).

O glicerol entdao absorvido é transportado via porta para ser metabolizado no
figado, onde com acao da enzima glicerol-quinase ocorre fosforilagdo do glicerol +
ATP a glicerol-3-fosfato + ADP ao nivel de triose fosfato (LEHNINGER, 2006), sendo
entdo destinados a formacéo de triacilglicerois, fosfolipideos ou glicose, em conjunto
com acidos graxos livres (MOTTA, 2009, NELSON & COX, 2004), podendo entrar na
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via da gliconeogénese, ou ser oxidado para a producdo de energia via glicolise
(JENSEN et al., 2001; BRISSON et al., 2011).

A fosforilacdo do glicerol € um passo inicial na sintese de glicose,
triglicerideos ou oxidacao completa a CO.. A glicerol-quinase é encontrada no figado
e nos rins, mas também no cérebro, adipdcitos e musculos esquelético e cardiaco
(RAHIB et al., 2009). Entretanto, a remocéo hepatica do glicerol presente na veia
porta pode ser baixa. Segundo KREHBIEL (2008), ha relatos de aumento na
concentracao plasmatica de glicerol em resposta a infusdo do composto no rimen
sem ser observado aumento simultdneo na concentragdo de glicose plasmatica.

A maioria do glicerol no organismo é encontrada na forma de triglicerideos no
tecido adiposo e é liberado para a corrente sanguinea por lipases durante a lipdlise,
e é normalmente assumido como sendo um substrato gliconeogénico em animais
ruminantes. PEREIRA et al. (2010) relatam que a melhora na conversdo alimentar
obtida com a inclusdo de glicerina na dieta, provavelmente é devido a uma melhora
no “status” metabdlico dos animais, proporcionado pelo maior aporte energético de
origem gliconeogénica suprido pelo glicerol absorvido no rimen ou intestino grosso,

ou mesmo pela fermentag¢édo ruminal do glicerol a propionato.
Aditivos na nutricao animal

Segundo a Instru¢cdo Normativa N° 13 de 30 de novembro de novembro de
2004 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em vigéncia,
aditivos destinados a alimentagdo animal s&o substancias ou microrganismos
adicionados intencionalmente as dietas dos animais, em pequenas proporgoes,
tendo ou nao valor nutritivo, para melhorar os indices produtivos e a saude dos
animais (BRASIL, 2004).

Segundo SINDIRACOES (2009) os aditivos alimentares podem ser
classificados da seguinte maneira:
|. Aditivos tecnoldgicos: substancia adicionada ao produto com fins industriais e/ou
tecnolégicos;
[l. Aditivos sensoriais: substancia adicionada ao produto para melhorar ou modificar
suas propriedades organolépticas ou caracteristicas visuais;
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[ll. Aditivos nutricionais: substancia utilizada para manter ou melhorar as
propriedades nutricionais do produto;

IV. Aditivos zootécnicos: substancia utilizada para influir positivamente na melhoria
do desempenho dos animais;

V. Anticoccidianos: substancia destinada a eliminar ou inibir protozoarios;

VI. Agonistas: substancias utilizadas como repartidores de energia.

Geralmente, os aditivos tecnoldgicos e sensoriais sdo empregados pelo setor
industrial, enquanto os aditivos nutricionais, zootécnicos e anticoccidianos sao
utilizados por toda a cadeia de alimentagéo animal. Entre os aditivos mais utilizados
na alimentagdo de ruminantes, destacam-se os ionéforos, antibiéticos promotores de
desempenho, leveduras, sabdes de calcio, tamponantes, enzimas, acidos organicos,
extratos de plantas, propolis, entre outros.

Entre os aditivos citados anteriormente, os antimicrobianos, ionéforos ou nao,
sdo as substancias mais estudadas e que apresentam maior seguranca aos
pecuaristas em relacdo aos beneficios gerados a producgao, pela melhora na saude
do rumen e favorecimento da fermentac¢ao ruminal.

Monensina sédica como aditivo alimentar

A monensina € um antibiético ionéforo que é utilizado com o objetivo de
aumentar o desempenho dos animais pela melhoria da eficiéncia energética,
principalmente, em funcdo do aumento da producgéo de acido propibnico, da reducao
da relacdo acetato/propionato e diminuicdo da producdo de metano, além da
diminuicao da producdo de &cido latico e reducao nas perdas de aminoacidos que
seriam potencialmente fermentados no rimen (McGUFFEY et al., 2001). Essas
mudancas sdo decorrentes da desnaturagdo da parede celular das bactérias gram-
positivas do rimen, as quais sdo sensiveis a acdo dos ionéforos por ndo serem
seletivas.

As bactérias sao classificadas em dois grandes grupos: gram-positivas e
gram-negativas. As gram-negativas possuem parede celular e uma membrana
externa de protecdo com canais (orificios que ligam o meio intracelular ao

extracelular) com aproximadamente 600 Dalton. J& as gram-positivas apresentam
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apenas uma membrana porosa, ndo seletiva, sendo, portanto sensiveis a acdo dos
ionéforos (MORAIS et al., 2006).

O modelo desenvolvido por Russell & Strobel (1989) visa explicar os efeitos
da utilizacdo da monensina sédica sobre o desenvolvimento da bactéria ruminal
gram-positiva Streptococcus bovis. Primeiramente, a concentracdo de K* intracelular
€ muito superior a extracelular. Quando a monensina se liga a membrana celular, a
primeira reagcdo que ocorre € a rapida saida de K' e entrada de H* na célula,
provocada pela mudanga no gradiente ibnico externo. O H" acumulado no interior da
célula ocasiona diminuicao do pH. A célula responde a esta queda no pH exportando
H* para o meio externo e permitindo a entrada de Na* para o interior da célula. Outra
forma de exportar o H" é pelo mecanismo de “bomba” préton ATPase. Grande parte
da energia produzida pela célula é utilizada pelas bombas de Na'/K" e préton
ATPase, na tentativa de manter o pH e o balancgo iénico celular, de forma que com o
passar do tempo, a célula se torna incapaz de manter seu metabolismo energético,
diminuindo sua capacidade de crescimento e reproducdo, e acaba morrendo ou
assume um nicho microbiano sem expressao ruminal.

Guan et al. (2006) e Hristov et al. (2009) obtiveram resultados semelhantes
com a suplementacdo com iono6foros, em que a producao total de AGCC néo foi
afetada, mas observou-se diminuicdo da relacdo acetato/propionato, uma vez que as
bactérias produtoras de propionato e utilizadoras de lactato sao favorecidas (gram-
negativas), e as produtoras de acetato, butirato, lactato e amonia sao desfavorecidas
(gram-positivas).

Além do aumento da eficiéncia energética, também se atribui a utilizagdo de
ion6foros a melhoria da utilizacdo de proteina pelo ruminante. Segundo Lana &
Russel (1996) tal beneficio se deve ao fato de que as bactérias proteoliticas e
fermentadoras de aminoacidos serem sensiveis aos ionoforos, fato que diminui a
concentragdo de N-NH3z no fluido ruminal. O acumulo de alfa-amino-nitrogénio e
peptideos sugere que a monensina gera maior inibicdo de deaminagao do que a
protedlise propriamente dita (McGUFFEY, 2001).

Porém, apesar de todos os beneficios citados acima, o uso rotineiro de
antibiéticos iondéforos na alimentacdo animal gera preocupacdo a saude publica
(BENCHAAR et al., 2006). As restricoes impostas a utilizacdo tém como base
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preocupacoes ao desenvolvimento de microrganismos resistentes pelo uso
inadequado de antibi6ticos iono6foros, comprometendo a acdo terapéutica dos
antibiéticos em humanos (GUZMAN-BLANCO et al., 2000; RUSSELL & HOULIHAN,
2003; DEWULF et al., 2007; RAY et al., 2007). Assim, em 1999, baseando-se no
“principio da precaucao” a Unidao Europeia (UE) proibiu a utilizacdo de antibi6ticos
como promotores de crescimento na alimentacdo animal (IPHARRAGUERRE,
2003), mas a proibicdo do uso de ionéforos como aditivos alimentares (monensina
sodica e lasalocida) somente ocorreu em 2006. Este principio € uma prerrogativa
para as autoridades da UE, mesmo na auséncia de dados cientificos conclusivos,
adotarem uma “postura preventiva” em relagcdo a uma determinada questao. Outros
paises, no entanto, adotam o “principio da comprovacao”, baseando-se em
evidéncias cientificas para uma tomada de decisdo, como € o caso dos Estados
Unidos da América e Brasil.

Sendo assim, para atender as limitacGes impostas por alguns mercados
consumidores, e antes que aparegcam provas cientificas contra os antibi6ticos
ion6foros, o foco dos nutricionistas animais de hoje esta sendo a busca por novas

alternativas aos aditivos ionéforos, como é o caso dos extratos vegetais.

Extratos vegetais como aditivo alimentar

Os extratos vegetais, comumente conhecidos como 6leos essenciais de
plantas, sdo uma mistura de terpendides, liquidos e lipofilicos, obtidos a partir de
diferentes partes da planta, tais como, folhas, raizes, caule, entre outros, em geral
via extracdo a vapor ou por solventes (CALSAMIGLIA et al., 2007). Sdo compostos
secundarios com finalidade de promover protecdo contra predadores (insetos e
animais herbivoros), microrganismos patogénicos e eventuais invasores das plantas
(TAIZ & ZIEGER, 2004).

Atividades antimicrobiana, antifungica, antiviral, antiparasitaria, inseticida,
antiprotozoarios e antioxidantes ja foram observados em muitos 6leos essenciais
(COWAN, 1999; BURT, 2004). O timol (extraido do tomilho), carvacrol (extraido do
orégano), alina e alicina (extraido do alho), citrol e citronolol (extraidos de plantas
citricas), mentol (extraido da menta) e cinamaldeido (extraido da canela) j4 possuem
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sua funcionalidade conhecida, além dos métodos de extracdo para estes dleos
serem de facil operacao (VELLUTI et al., 2003).

Os oOleos extraidos de determinadas plantas podem interagir com a
membrana celular microbiana e inibir o desenvolvimento de algumas bactérias
ruminais gram-positivas e gram-negativas. A adigdo de alguns destes extratos de
plantas no ramen tem provocado uma diminuicdo da relagdo acetato/propionato,
com a consequente reducao da producao de metano no rimen (CHAGAS, 2011).

Segundo Coneglian (2009) o modo de acdo dos 6leos essenciais em
ruminantes ainda nao esta completamente elucidado. No entanto algumas hip6teses
tém sido levantadas: (1) controle de patégenos pela atividade antimicrobiana, (2)
atividade antioxidante, (3) melhora na digestao pelo estimulo da atividade enzimatica
e (4) morfometria dos 6rgaos.

O mecanismo pelo qual a maioria dos Oleos essenciais exerce seu efeito
microbiano esta relacionado a sua atividade na estrutura da parede celular
bacteriana, desnaturando e coagulando as proteinas. Mais especificamente, atuam
alterando a permeabilidade da membrana citoplasmatica por ions de H* e K",
resultando em perda de controle quimiosmoético da célula afetada e,
consequentemente, a morte bacteriana (DORMAN & DEANS, 2000).

Oleos essenciais na nutricio de ruminantes

Muitos estudos utilizando extratos de plantas ricos em 6leos essenciais em
dietas de ruminantes foram publicados na ultima década, porém, a maioria das
pesquisas foi realizada em incubagdes in vitro (CARDOZO et al., 2006, BUSQUET et
al., 2007, PATRA et al.,, 2010, BHATTA et a., 2012). Comprovando estes bons
resultados encontrados, estudos recentes in vivo tém demonstrado melhorias na
fermentacdo ruminal, com diminuicdo da relagdo acetato/propionato, reducdo da
producédo de CH4 e lactato, tanto em bovinos de corte (YANG et al., 2010, GERACI
et al., 2012) quanto em ovinos e caprinos ( CHAVES et al., 2011, ANASSORI et al.,
2011) e bovinos leiteiros (TAGER & KRAUSE, 2011, TEKIPPE et al., 2011).
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Segundo pesquisas de Platel & Srinivasan (1996), a adicdo de éleos
essenciais aumenta as secre¢des de saliva, suco gastrico, suco pancreatico, sais
biliares e também enzimas do intestino delgado.

Contudo, ha relatos que o uso de 6leos essenciais em doses elevadas
também possa reduzir a digestdo dos nutrientes e a producdo total dos AGCC
(BEAUCHEMIN & MCGINN 2006, YANG et al., 2010).

Na literatura ha relatos de centenas de extratos vegetais, ndo comerciais, com
acao positiva na fermentacdo microbiana ruminal, porém, ha também consideravel
variagdo no conteudo de compostos ativos nesses extratos, por causa da variedade
de planta cultivada, condicées de crescimento, métodos de processamento, entre
outras. Com isso, se torna dificil estabelecer uma dosagem correta de cada 6leo
essencial em dietas para animais, no entanto, ja estdo sendo lancados no mercado
produtos comerciais com garantia de qualidade, os quais possuem dosagem correta
para utilizagao.

Essential®: composto de 6leo de caju (Anacardium occidentale) e mamona
(Ricinus communis L) como aditivos alimentares

O éleo da mamona ou de ricino pode ser extraido por prensagem mecanica
ou por solventes, destaca-se economicamente pela versatilidade quimica no ramo
industrial (MESSETTI et al., 2010). E composto basicamente de acido ricinoléico
(89,5%), apresenta destacaveis efeitos analgésicos e anti-inflamatérios e possui
acao bactericida e citolitica, dissolvendo a quitina, constituinte da membrana celular
de microrganismos. A acdo bactericida se da principalmente contra bactérias gram-
positivas, as quais sao produtoras de acido acético, butirico, lactico e hidrogénio
(MORAIS et al., 2006) e estdo presentes em maiores propor¢cdes no rumen de
animais alimentados com dietas alto grao.

A mamona contém uma potente toxina (ricina) que representa o principal
impedimento para sua adocao na alimentacao animal (Oliveira et al., 2010b). A ricina
€ uma proteina soluvel encontrada principalmente no endosperma da mamona

(Bandeira et al., 2004). Apesar da alta toxidade da semente, o 6leo de mamona nao
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€ toxico, pois a ricina ndo é soluvel em lipidios, permanecendo todo o componente
toxico na torta ou no farelo (Gaillard & Pepin, 1999).

O 6leo da castanha de caju é extraido a partir das castanhas utilizando
temperaturas elevadas, apresenta o acido cardol (15-18%) e o cardanol (75-80%)
como seus principios ativos mais importantes. Em revisdo, Coneglian (2009)
comentou que o cardol possui agéo antimicrobiana por ser composto fendlico, o qual
também confere ao 6leo caracteristicas antioxidantes.

O produto Essential (Oligobasics®), utilizado nesse estudo em substituicdo ao
ion6foro monensina sddica, é composto de 6leo de mamona e caju, composto por
(9%) 6bleo de ricino ou de mamona (acido ricinoléico) e (36%) 6leo de caju (acido
anacardico, cardol e cardanol) associado ao veiculo vermiculita expandida. E
classificado como aditivo aromatizante, destinado a fabricantes de alimentos para
aves e ruminantes com o objetivo de auxiliar na melhora de desempenho dos
animais.

Em estudo recente, Zawadzki (2013) avaliou a associacdo da glicerina bruta
(203 g/kg/MS) ao produto Essential® (3 g/animal/dia) em dietas para bovinos Puruna
(Ya Aberdeen Angus + 4 Caracu + 4 Canchim + "4 Charolés) terminados em
confinamento, e constatou que a associacdo aumentou o peso de carcaca, € nao
prejudicou o consumo de racao e a conversao alimentar.

Silva (2013) avaliou a associacao da glicerina bruta (150 g/kg/MS) ao produto
Essential® (3 g/animal/dia) em dietas para bovinos Nelore terminados em
confinamento, e ndo encontrou diferenca na digestibilidade aparente das dietas tao
quanto nas variareis de desempenho animal.

Nunes do Prado et al. (2011), observaram que a inclusdo do produto
Essential® (5 g/animal/dia) na dieta de bovinos Nelore em confinamento melhorou as
variaveis de desempenho, proporcionou maior peso vivo final, com ganho médio
diario de 1,35 kg/dia contra 1,24 kg/dia do tratamento controle, e maior rendimento
de carcaca (56,3 vs 57,9%).

Branco et al. (2008) observaram aumento na digestibilidade in vitro da MS do
feno de Tifton (44,04 vs 54,65%) e do grao de milho (91,42 vs 95,42%) em 48 horas

de incubacéo quando se incluiu o produto Essential® (320 mg/L).
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Branco et al. (2006) ao comparar a substituicio da monensina sédica (30
ppm) pelo produto Essential® (4 g/animal/dia) em dietas para bezerros, observaram
que o Essential® se mostrou mais eficiente na manutencdo do pH ruminal, onde se
manteve acima de 6,0 em todos horéarios analisados.

Objetivo geral

Avaliar a substituicao parcial do milho (50% da MS na dieta total) e da casca
de soja (13,27% da MS na dieta total) pelo coproduto do processamento do biodiesel
(glicerina bruta — 200 g/kg de MS) e sua associacado aos aditivos 6leos essenciais
(Essential®) oriundos da mamona (Ricinus communis) e do caju (Anacardium
occidentale) ou a monensina sédica (Rumenpac®) na dieta de bovinos Nelore, sobre
o consumo e digestibilidade in vitro da MS e nutrientes das dietas, os parametros
ruminais (pH e nitrogénio amoniacal), a producéo e qualidade da massa microbiana
e a producao de gases metano e carbbnico das dietas.
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CAPITULO 2 - GLICERINA ASSOCIADA A ADITIVOS NA ALIMENTAGCAO DE
BOVINOS DE CORTE

RESUMO - A intencao deste estudo foi demonstrar o potencial da glicerina bruta
(830 g de glicerol por kg MS), coproduto da producao do biodiesel, como alternativa
energética em dietas para bovinos de corte, associada a aditivos alimentares,
modificadores da fermentacdo ruminal. Os aditivos estudados foram os oOleos
essenciais (Essential - Oligobasics®) oriundos da mamona (Ricinus communis L) e
da castanha de caju (Anacardium occidentale) e a monensina sédica (Rumenpac -
MCassab®), adicionados nas dietas, respectivamente na quantidade de 0,50 e 0,03
g/kg de matéria seca. A inclusdo de glicerina bruta na dieta total em substituicao ao
grao de milho e a casca de soja foi de 200 g/kg de matéria seca. Cinco bovinos
machos da raca Nelore, castrados, e providos de canulas permanentes no rumen
foram utilizados, e distribuidos em delineamento quadrado latino (5 x 5) em
esquema fatorial 2 x 2 + 1 (Monensina Sodica ou Oleos Essenciais x auséncia ou
presenca de glicerina bruta + controle). As dietas experimentais continham teores
semelhantes de proteina e energia. Os tratamentos foram os seguintes: CONT -
Controle (sem adicao de glicerina bruta ou aditivos); OE - Oleos Essenciais (adicao
do aditivo Essential®, sem glicerina bruta); MON — Monensina Sddica (adigao do
aditivo Rumenpac®, sem glicerina bruta); OEG - Oleos Essenciais com glicerina
bruta; MONG — Monensina Sdédica com glicerina bruta. Avaliou-se 0 consumo e
digestibilidade in vitro da MS e nutrientes das dietas, os parametros ruminais (pH e
nitrogénio amoniacal), a producdo e qualidade da massa microbiana e a producao
de gases metano e carbbnico das dietas. A inclusdo de glicerina bruta aos
tratamentos (OEG e MONG) ocasionou redugé@o no consumo de MS, MO, FDN, EE e
AMIDO, e aumento na DIVMS e diminuicao na DIVPB, independentemente do
aditivo (P<0,05). Todos os tratamentos foram eficientes na manutencdo do ambiente
ruminal, com valores de pH acima de 6,2 e concentragdo de N-NH3z acima de 10
mg/dL. Nao foi encontrado nenhuma diferenga (P>0,05) na producgéo e qualidade da
massa microbiana. A associacao glicerina e aditivos foi eficiente na redugcédo da
producdo de gases metano in vitro. A glicerina bruta adicionada em 200 g/kg MS é
um ingrediente energético substituto ao milho grdo e a casca de soja, e, quando
associada a aditivos (monensina sédica ou 6leos essenciais) mostrou-se uma
alternativa alimentar a ser utilizada em confinamento de bovinos Nelore, sem efeitos
prejudiciais na fermentacao ruminal.

Palavras-chave: monensina sddica, 6leos essenciais, Nelore, parametros ruminais
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CAPITULO 2 — GLYCERIN ASSOCIATED TO ADDITIVES IN THE FEEDING OF
BEEF CATTLE

ABSTRACT - The intent of this study was to demonstrate the potential of glycerin
(glycerol 830 g per kg), coproduct of biodiesel as energetic alternative in diets for
beef cattle, associated with food additives, modifiers of ruminal fermentation. The
additives were essential oils (Essential - Oligobasics®) derived from the castor bean
(Ricinus communis L.) and cashew (Anacardium occidentale) and sodium monensin
(Rumenpac - MCassab®), added on diets, respectively, in the amount of 0.50 and
0.038 g / kg of dry matter. The inclusion of crude glycerin in the total diet replacing
corn grain and soybean hulls was 200 g / kg of dry matter. Five Nellore steers,
provided with permanent rumen cannulas were used and distributed in Latin square
design (5 x 5) in factorial 2 x 2 + 1 (Monensin Sodium or Essential Oils vs absence or
presence of crude glycerin + control). The experimental diets contained similar levels
of protein and metabolizable energy. The treatments were: CONT - Control (without
crude glycerine or additives), EO - Essential Oils (Addition of Essential® without
crude glycerin); MON - Monensin Sodium (Addition of Rumenpac® without crude
glycerin); OEG - Essential oils with crude glycerin; MONG - Monensin Sodium with
crude glycerin. It was evaluated the intake and digestibility in vitro DM and nutrients
of the diets, ruminal parameters (pH and ammonia nitrogen), the production and
quality of the microbial mass, and production of methane and carbon of the diets. The
inclusion of crude glycerin treatments (OEG and MONG) resulted in reduced intake
of DM, OM, NDF, EE and STARCH, and increased DIVMS and decreased DIVPB,
independently of the additive (P <0.05). All treatments were effective in maintaining
of the rumen mat, with pH values up 6.2 and nitrogen ammonia concentration above
10 mg / dL. Not found difference (P> 0.05) on production and quality of microbial
mass.Glycerin and additives association was effective in reducing methane
production in vitro. The crude glycerin added to 200 g / kg DM is an ingredient
substitute for corn grain and soybean hulls, and when combined with additives
(sodium monensin or essential oils) proved to be a viable alternative for use in
feedlot of Nellore steers without detrimental effects on ruminal fermentation.

Keywords: essential oils, Nellore, ruminal parameters, sodium monensin
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INTRODUCAO

A glicerina é o principal coproduto da conversado de 6leos vegetais e gorduras
em biodiesel. Apés a reacdo de transesterificacdo, aproximadamente 10% do
volume da matéria-prima adicionada, inicialmente, ao processo produtivo sao
convertidos em glicerina (LUQUE et al., 2008, DASARI et al., 2005, THOMPSON &
HE, 2006).

A producao brasileira de biodiesel teve grande crescimento nos ultimos anos
devido a demanda do mercado por energia renovavel (AJANOVIC, 2011; VISSER et
al., 2011). Contudo, o ndo acompanhamento das industrias consumidoras de
glicerina (farmacéutica e alimenticia) causou aumento repentino desta nos estoques
das industrias, tornando-a um residuo sem destino definido. No Brasil,
aproximadamente 300 milhdes de litros de glicerina sdo colocados no mercado
anualmente (ANP, 2013).

A glicerina bruta apresenta caracteristicas energéticas semelhantes ao gréao
de milho, e seu potencial energético ja estd comprovado tanto para animais
monogastricos (GROESBECK et al., 2008, LAMMERS et al., 2008, CERRATE et al.,
2006, KIJORA et al., 1995, SIMON et al.,, 1996) quanto para animais ruminantes
(LAGE et al., 2014 a, VAN CLEEF et al., 2014, CARVALHO et al., 2014, WILBERT
et al., 2013, BARTON et al., 2013), ndo havendo prejuizo a salde dos animais e/ou
a producdao, além de ser um ingrediente de baixo custo, atualmente.

Em paralelo, para maximizar a eficiéncia alimentar devido ao melhor
aproveitamento dos nutrientes da dieta, sdo incluidos em pequenas quantidades os
aditivos alimentares, sendo eles ndo nutritivos, com a finalidade de melhorar a saude
ruminal e consequentemente a produtividade animal.

O aditivo monensina sodica é um antibiético ionéforo utilizado com o objetivo
de aumentar o desempenho dos animais pela melhoria da eficiéncia energética,
principalmente, em funcdo do aumento da produc¢éo de acido propibnico, da reducao
da relacdao acetato/propionato e da producdo de metano, além da diminuicdo da
producdo de acido latico e reducdo nas perdas de aminoacidos que seriam
potencialmente fermentados no rumen (McGUFFEY et al., 2001).

Porém, o uso rotineiro de antibiéticos na alimentacdo animal tem preocupado
a saude publica (BENCHAAR et al.,, 2006). As restricoes impostas a utilizacao
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destes aditivos tém como base preocupagdes ao desenvolvimento de
microrganismos resistentes pelo uso inadequado de antibidticos ionoforos,
comprometendo a acdo terapéutica dos antibiéticos em humanos (GUZMAN-
BLANCO et al., 2000; RUSSELL & HOULIHAN, 2003; DEWULF et al., 2007; RAY et
al., 2007). Sendo assim, para atender as limitagdes impostas por alguns mercados
consumidores, e antes que aparegcam provas cientificas contra os antibi6ticos
ion6foros, o foco dos nutricionistas de animais esta sendo a busca por novas
alternativas aos aditivos ionéforos, como é o caso dos extratos vegetais.

Os extratos vegetais, comumente conhecidos como O6leos essenciais de
plantas, sdo uma mistura de terpendides, liquidos e lipofilicos, obtidos a partir de
diferentes partes das plantas (CALSAMIGLIA et al.,, 2007). Atividades
antimicrobiana, antifungica, antiviral, antiparasitaria, inseticida, antiprotozoarios e
antioxidantes ja foram observados em muitos 6leos essenciais (COWAN, 1999;
BURT, 2004, SHIN et al., 2004, NARASIMHAN et al., 2007).

Os oOleos extraidos de determinadas plantas podem interagir com a
membrana celular microbiana e inibir o desenvolvimento de algumas bactérias
ruminais gram-positivas e gram-negativas. A adicdo de alguns destes extratos de
plantas no ramen tem provocado uma diminuicdo da relagdo acetato/propionato,
com a consequente reducéo da producédo de metano no rumen (CHAGAS, 2011).

Neste sentido, este trabalho foi conduzido para avaliar a associacao da
glicerina bruta (200 g/kg MS da dieta total) ao aditivo éleos essenciais (Essential -
Oligobasics®) ou a monensina sédica (Rumenpac — Grupo MCassab®) na dieta de
bovinos de corte sobre o consumo e digestibilidade da MS e de nutrientes das
dietas, parametros ruminais (pH e nitrogénio amoniacal), producdo e qualidade da
massa microbiana, e producao de gases metano e carbonico.
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MATERIAL E METODOS
Animais e local do experimento

O experimento foi conduzido na Unidade Animal de Estudos Digestivos e
Metabdlicos e no Laboratério de Ingredientes e Gases Poluentes, ambos
pertencentes do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Jaboticabal.

Para as avaliacbes dos parametros ruminais, e colheita de amostras para
analises laboratoriais foram utilizados cinco bovinos da raca Nelore, com 36 meses
de idade, peso aproximado de 500 kg e providos de canulas permanentes no rumen.
Os animais foram alojados em baias individuais de 16 m?, com piso concretado e
parcialmente cobertas, providas de bebedouros e cochos individuais.

Delineamento e dietas experimentais

O delineamento experimental utilizado foi o quadrado latino 5 x 5, em
esquema fatorial 2 x 2 + 1 (Monensina Sédica ou Oleos Essenciais x auséncia ou
presenca de glicerina bruta + controle). Os periodos experimentais tiveram duracao
de 25 dias sendo 15 dias para adaptagdo dos animais as dietas e 10 dias para
colheita de dados.

As dietas foram formuladas utilizando o sistema Cornell Net Carbohydrate and
Protein System 5.0.40, nivel 2 (CNCPS, 2000), com auxilio do software LRNS
versdo 1.0.29, respeitando as exigéncias nutricionais dos animais segundo NRC
(1996), cujos niveis estao apresentados na Tabela 1.

Cinco dietas semelhantes nos teores de proteina e energia metabolizavel
foram formuladas na propor¢ao volumoso:concentrado de 30:70, sendo a silagem da
planta de milho o volumoso, e o concentrado composto por milho grao moido, casca
de soja, farelo de girassol, calcario calcitico e suplemento mineral.

As dietas experimentais foram denominadas de: CONT- Tratamento

controle (sem adicdo de glicerina bruta ou aditivos); OE- Tratamento Oleos
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essenciais (inclusdo do aditivo Essential®, sem adicdo de glicerina bruta); MON-
Tratamento monensina sédica (inclusdo do aditivo Rumenpac®, sem adicdo de
glicerina bruta); OEG- Tratamento 6leos essenciais com adigdo de glicerina bruta;
MONG- Tratamento monensina sodica com adicao de glicerina bruta.

Tabela 1. Porcentagem dos ingredientes e composicdo bromatolégica das dietas
experimentais.

Tratamentos
CONT OE OEG MON MONG

Item

Ingredientes (g/kg MS)
Silagem da planta de milho ~ 300,0 300,0 300,0 300,0 300,0

Glicerina bruta - - 200,0 - 200,0
Milho grdo moido seco 348,0 348,0 174,0 348,0 174,0
Casca de soja 260,0 260,0 225,5 260,0 225,5
Farelo de girassol 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0
Calcario calcitico 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0

Suplemento mineral* 4,0 4,0 6,0 4,0 6,0

Sal comum 2,0 2,0 1,5 2,0 1,5

Ureia 3,0 3,0 10,0 3,0 10,0

Nutrientes

MS (g/kQ) 549,2 5422 511,2 546,7 522,5
EM (Mcal’kg MS)** 2,60 2,60 2,58 2,60 2,58
ELg (Mcal’kg MS)** 1,08 1,08 1,06 1,08 1,06
PB (g/kg MS) 147,8 147,8 143,4 144,3 148,4
PDR (%)** 73,0 73,0 77,0 73,0 77,0
FDNcp (g/kg MS)’ 433,7 430,1 385,2 426,6 3944
FDNfe (g/kg MS)?** 240,0 240,6 220,0 238,7 220,6
FDA (g/kg MS) 263,7 263,7 240,1 263,7 240,1
EE (g/kg MS) 27,8 29,7 27,1 26,8 28,4
CNFcp (g/kg MS) 345,4 342,0 374,8 354,0 379,2
AMIDO (g/kg MS) 30,0 28,5 19,1 29,9 20,3
Ca (g/kg MS) 3,9 4,0 3,8 3,9 3,9

P (g/kg MS) 2,7 2,6 2,3 2,7 2,3

* Suplemento mineral para bovinos - niveis de garantia por 1000g do produto:
Fosforo 40g, Caélcio 80g, Sdédio 195¢g, Cloro 300g, Magnésio 5g, Enxofre 269, Zinco
2000mg, Cobre 1000mg, Manganés 500mg, Cobalto 100mg, lodo 100mg, Selénio
5mg, Floor (max.) 400mg, veiculo g.s.p. 1000g, mais os aditivos Essential® ou
Rumenpac® na dosagem recomendada, com excessdo do tratamento controle;

** Estimado segundo equacdes do CNCPS (2000);

'FDNcp= Fibra em detergente neutro utilizando alfa-amilase estavel e corrigida para
cinzas e proteina; 2FDNfe= FDN fisicamente efetivo;
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A inclusao de glicerina bruta foi de 200 g/kg MS da dieta total. Com a inclusao
foram substituidos 50% do milho grdo moido e 13,27% da casca de soja nos
tratamentos OEG e MONG (Tabela 2). A glicerina bruta continha, aproximadamente,
830,0 g/kg de glicerol, 109,9 g/kg de 4gua, 60 g/kg de sais e 0,1 g/kg de metanol.

O produto comercial Essential® utilizado para fornecer 6leos essenciais era
composto por principios ativos oriundos do éleo da mamona e da castanha de caju,
e continha, aproximadamente, 9% de 6leo de ricino (acido ricinoléico) e 36% de 6leo
de caju (acido anacardico, cardol e cardanol).

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia, as 08h e 16h, e receberam
agua a vontade. Os 6leos essenciais ou a monensina sédica foram homogeneizados
com o suplemento mineral e misturados juntamente com os demais ingredientes no

momento da fabricacdo da racao, respeitando as seguintes dosagens:

OE = 0,5 g/kg MS de Oleos Essenciais (Essential® - Oligobasics)

OEG = 0,5 g/kg MS de Oleos Essenciais (Essential® - Oligobasics)

MON = 0,03 g/kg MS de Monensina Sédica (Rumenpac® - GrupoMCassab)
MONG = 0,03 g/kg MS de Monensina Sédica (Rumenpac® - Grupo MCassab)

Avaliacao do consumo e analises bromatolégicas

Ap6s o periodo de adaptagdo, o consumo voluntario foi determinado pela
pesagem diaria da ragéo fornecida e das sobras. As amostras de sobras e alimentos
foram colhidas durante seis dias, sendo do 16° ao 21° dia, totalizando seis
amostras/animal/periodo. Os ingredientes foram amostrados no inicio de cada
periodo.

Posteriormente as amostras foram secas em estufa de circulacédo forcada de
ar em temperatura de 55 °C por 72 horas. Apds a secagem, as amostras foram
moidas em moinho tipo Wiley, com peneira de crivo de 1Tmm e posteriormente
misturadas para formar amostras compostas de sobras e fornecidos.

As amostras foram analisadas quanto aos teores de matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), segundo AOAC
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(1995), amido conforme HENDRIX (1993), fibra em detergente neutro corrigida para
cinzas e proteina (FDNcp) e fibra em detergente acido (FDA) utilizando as solu¢des
propostas por Van Soest & Wine (1967) e a digestao realizada em autoclave (0,5
Kgf/cm2, 111° C por 50 minutos) de acordo com o procedimento adaptado de Pell &
Schofield (1992).

Os carboidratos n&o fibrosos corrigido pra cinzas e proteina (CNFcp) foram
calculados pela seguinte equacao (adaptado de SNIFFEN et al., 1992):

CNFcp = 100 — (%FDNcp + %PB + %EE + %MM)

Medidas de pH e concentracoes ruminais de N-NH;

Para determinar o pH e a concentracdo de amoénia ruminal, foram colhidas
amostras do contetdo ruminal (cerca de 100 mL), via canula ruminal, filtrados em
filtro de nailon com porosidade de 100 ym, no momento da alimentacdo, 1,2, 4,6 e
8 horas apéds alimentagao, no 18° dia de cada periodo experimental.

O pH foi medido imediatamente apds a filtragem do liquido com auxilio de
peagbmetro digital (Digimed DM-20). Em seguida, foi determinada a concentracao
de nitrogénio amoniacal segundo a técnica de VIEIRA (1980). O processo foi
dividido em duas etapas: a destilacdo da amostra em aparelho tipo micro-Kjeldhal e
a titulacao acida; - Para a realizacéo da destilacao foi utilizada uma aliquota de 2 mL
de liquido ruminal por amostra. Posteriormente, a amostra foi colocada em tubos de
proteina e acoplada ao aparelho para a realizacao da destilacao, em seguida, foram
adicionados 5 mL de Hidroxido de Potassio @ amostra na concentracao de 2 mol/L.
O destilado foi recebido em recipiente contendo 10 mL de acido borico 2%, utilizado
com indicador, até completar o volume de 50 mL; - A titulagao foi realizada com HCI
na concentracao de 0,005 mol/L e calculada a concentragdo de aménia ruminal.
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Producao e qualidade da massa microbiana

Para determinar a massa microbiana foi colhido manualmente pela canula
ruminal, na parte dorsal do rimen, aproximadamente 3 kg de contetdo ruminal, no
momento da alimentacgéo, 2, 5 e 8 horas apds a alimentacdo. A colheita foi dividida
em dois dias, no 192 e 20° dia de cada periodo experimental, sendo no primeiro as
colheitas realizadas nos tempos 0 e 5 horas e no segundo dia nos tempos 2 e 8
horas ap6s a alimentacao. Esse procedimento foi realizado para evitar a retirada de
grande quantidade de conteudo ruminal em apenas um dia, o que poderia prejudicar
o crescimento microbiano. Para separar a fase liquida da fase sélida o conteudo
ruminal foi filtrado em filtro de nailon com porosidade de 100 um para separacao e
quantificacao de bactérias e protozoarios associados ao liquido e bactérias solido-
aderidas (Figura 1). As amostras foram congeladas (-20 °C) para posterior avaliacao
da quantidade e qualidade da massa microbiana através da determinagdo dos
teores de MS e MM, estimando-se os teores de MO, nas diferentes fases, das
bactérias sélido-aderidas (BSA), bactérias liquido-associadas (BLA) e protozoarios
liqguido-associados (PLA), de acordo com a técnica de Martin et al., (1994).



38

| RUMEN CONTENTS | Gk

L |
| LIQUIDPHASE | .p [ SOLIDPHASE | owy
\':'u% h"ﬁ"-l ;{ w dilution {v/v) with Cokeman Solntion 397 (7 ® gentle agitation in 3 botle
ﬂnrrul:lt- debires s incuhation 30— 60 min 3t 19° C in Ili.r {.-Dlt‘l'!ll! 'HIEI.III.J:I'I at
: s RERE 39* € (4 mLig) for § min

rfuy'vﬁd SUCTHT 1‘_

‘ ~ » giraining throuwgh a 100

T o+ 1 g/l glucase and incubation (< 5 min) at 39° C pm nylon filter
Clarified Moid Filiraie Washed residual particles
» cenirifugation
Filtrate (1 g, 10 min, room T
® centrifugation Pellet (small particles + protozoa)

(L0HHD g, 10F ok, roevme T¥)

» Coleman buffer at 4°C (mL/g)
» grinding 3 x | min

w stomaching $ min an 4°C

Protozoal pellet Superpatant » gtraining through a 100
| pm nylon fibter |
# washuing with 1 L of # centrifugation :1 |
Fihrate Coleman solation at 3950 (1S g, 20 min, 45C) Filirate Residue

on a 20 pm nyvlon filter F i |
Pallat ‘_..- = centrifugation !
i (100 g, 10 min, 44 R

Supernatant buffer at 4°C
" 1 weentrnifugation (mlig)
(27,000 g, 30 min, 49C)
&= (o

Figura 1. Esquema de separacdo das fracbes microbianas, Bactérias-sélido-
aderidas (PAB), Protozoarios-liquido-associados (LAP) e Bactérias-
liquido-associadas (LAB). Adaptado de Martin et al., (1994).

Producao de gases CH, e CO, das dietas

A producédo de metano e diéxido de carbono foi estimada pela técnica in vitro
adaptada de Gastaldi (2003). Foram colhidos aproximadamente 500 mL do contetdo
ruminal de cada animal, no 21° dia de cada periodo experimental. Cerca de 150 mL
de liquido ruminal filtrado de cada animal foi colocado em “erlenmeyer”, contendo
2,1 g de amostra pré-seca da dieta total, moida a 1 mm, mantendo a relacéo de 1,25
g de MS para 100 mL de liquido ruminal. Os “erlenmeyer” contendo as amostras € o
liquido ruminal foram mantidos por 12 horas em incubadora “Shaker” de bancada
com agitacdo constante a 39°C, em sala escura, € 0s gases produzidos
armazenados em recipiente plastico (garrafa “pet”’). Foi colhido uma aliquota
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diretamente do “erlenmeyer” com o auxilio de uma seringa com capacidade de 1 mL,
sendo imediatamente injetada em cromatégrafo gasoso (Trace GC Ultra da Thermo
Scientific). Foi gerado em relatério as porcentagens de gases CO, e CH,4 de cada
amostra. A quantidade total de gas produzido foi mensurada pela determinacado do
volume ocupado pelo gas produzido nas garrafas apds 12 horas de fermentacéo.

A taxa de desaparecimento da MS (DMS) e fibra em detergente neutro
(DFDN) das dietas foi realizada segundo técnica de degradacdo ruminal in situ
(Drskov e McDonald, 1979), utilizando sacos de nailon 100% poliamida, com poros
de 50 ym, contendo 5 g MS de amostra, incubados por um periodo de 12 horas em
bovinos Nelore canulados ruminalmente. O teor de MS das amostras e residuos
incubadas foi obtido segundo AOAC (1995), e o teor FDN utilizando as solugdes
propostas por Van Soest & Wine (1967) e a digestao realizada em autoclave (0,5
Kgf/cm2, 111° C por 50 minutos) de acordo com o procedimento adaptado de Pell &
Schofield (1992).

Digestibilidade in vitro das dietas

A incubacao das amostras das dietas para a determinacéo da digestibilidade
in vitro foi feita pela técnica de ANKOM®, no 22° ao 24° dia de cada periodo
experimental. As amostras das dietas foram moidas previamente a 1,0 mm,
colocados aproximadamente 0,5 g MS de cada dieta em sacos F57 ANKOM® e
acondicionado em jarros, no aparelho DAISY" Incubator. Em cada jarro foi
adicionado 1.332 mL de solucédo tampéo A (KH2PO4 - 10,0; MgS0O4.7H.0 - 0,5; NaCl
- 0,5; CaCl,.2H20 - 0,1; Ureia - 0,5 em g/L) e solucdo tampao B (Na.COj3 - 15,0;
Na,S.9H.O - 1,0 em g/L), de maneira a obter pH final de 6,8 a 39°C, sempre
purgando CO, dentro dos jarros no momento da incubagdo para manter o meio
anaerdbio. Ap6s 30 minutos foram adicionados 400 mL do liquido ruminal filtrado. O
jarro permaneceu na incubadora por 48 horas, aquecido a 39°C e em agitacao
constante. Completando-se o tempo de incubacdo adicionou a cada jarro 8 g de
pepsina (1:10.000) e 40 mL de HCI 6N e os jarros mantidos aquecidos a 39°C por
mais 24 horas, conforme descrito por Holden (1999), afim de simular a
digestibilidade total (ruminal + intestinal). Apds isso, os jarros foram drenados e 0s
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sacos secos em estufa a 55°C por 72 horas. Os conteudos foram analisados quanto
aos teores de MS, MO, FDN, FDA, PB, EE e CNF, e as digestibilidades calculadas

de acordo com as equagdes abaixo:

%DIVMS = ((100 — (P3 — (P1 C))) / P2) * 100

%DIVnutriente (base MS) = ((100 — (N3 — (P1 xC1))) / N2) * 100

Onde: P1 = tara do saco F57;
P2 = peso da amostra;
P3 = peso final do saco F57 + residuo depois da incubacao;
C = correcao do saco F57 branco (peso final seco em estufa / peso inicial);
N2 = peso equivalente ao nutriente;
N3 = peso final do saco F57 + residuo do nutriente depois da incubacéo;

Analises estatisticas

Os dados foram analisados por intermédio do comando PROC MIXED do

programa estatistico SAS, conforme o modelo matamatico:

Y=u+A4;+ P + Dy + €jji»
em que u = média geral, A4; = efeito aleatério do animal (i = 1 a 5), P; =efeito
aleatério do periodo (j = 1 a 5), D, = efeito fixo da dieta (k = 1 a 5) e e;j; = erro
residual.

Para os dados de pH, N-NH;3; e populacdo microbiana (BSA, BLA e PLA) foi
utilizado medidas repetidas no tempo. Antes, porém, foi selecionada uma matriz de
estrutura de covaridncias que melhor representasse os parametros avaliados
(Tabela 2). As diferencas estatisticas dos parametros no tempo foram determinadas
utilizando-se o seguinte modelo matematico:

Y=u+A+P + D+ e + T, + (DX Ty + Eijras
em que u = média geral, A; = efeito aleatdorio do animal (i = 1 a 5), P; = efeito
aleatorio do periodo (j = 1 a 5), Dy = efeito fixo da dieta (k = 1 a 5), e = erro
residual da parcela, T; = efeito fixo do tempo de colheita, (D x T),; = interacédo entre

dieta e tempo de colheita e E;jq = erro residual da subparcela.
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Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparacao
de médias pelo teste Tukey e verificadas as interacdes entre tempo vs tratamento a
5% de probabilidade, desdobrando as interacbes quando necessario (P<0,05).
Quando nao encontrado interagdo tempo vs tratamento, contrastes ortogonais foram
utilizados para definir os efeitos de tratamentos. Os contrastes incluem o efeito dos
aditivos (Monensina sédica vs Oleos Essenciais), os efeitos da associacdo dos
aditivos a glicerina bruta (Aditivo + Glicerina bruta vs Aditivo) e os efeitos da inclusao
dos aditivos (controle vs aditivos).

Todos os procedimentos estatisticos foram conduzidos por meio do programa
SAS versao 9.2 (SAS Institute, Cary, NC, EUA), a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Estruturas de covariancia utilizadas em cada parametro avaliado.

Variavel Estrutura de covaridncia

pH ruminal TOEPH

N-NH3 ruminal TOEPH

BSA', gMS/kg CR SIMPLE

BLA?, gMS/L LR TOEPH

PLA®, gMS/L LR TOEPH

BSA, gMO/kg CR FA(1)

BLA, gMO/L LR CSH

PLA, gMO/L LR FA(1)

"Bactérias solido-aderidas; “Bactérias liquido-associadas; °Protozoarios liquido-
associados.
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RESULTADOS
Consumo de MS e nutrientes

Houve diferenca (P<0,05) entre os tratamentos estudados em relacdo ao
consumo de MS e nutrientes avaliados (Tabela 3). A adicdo de aditivos proporcionou
reducdo no consumo de FDN (P=0,0486) e AMIDO (P<0,0001) e aumento no
consumo de FDA (P=0,0099) e PB (P=0,0093). A inclusdo de glicerina bruta aos
tratamentos (OEG e MONG) ocasionou redugédo no consumo de MS, MO, FDN, EE e
AMIDO, independentemente do aditivo (P<0,05). Porém, para as varaveis consumo
de FDA e CNF houve aumento para o tratamento Oleos essenciais, e diminuicao
para o tratamento Monensina Sddica, com a inclusdo de glicerina bruta (P<0,05). O
grupo Monensina Sédica (MON e MONG) diferiu (P<0,05) do grupo Oleos essenciais
(OE e OEG) em todas variaveis de consumo analisadas, exceto para o consumo de
PB.

Digestibilidade in vitro da MS e nutrientes das dietas

Houve diferenca (P<0,05) entre os tratamentos estudados em relacdo a
digestibilidade da MS e nutrientes avaliados, exceto para a DIVFDN e DIVFDA
(Tabela 4). A adicao de aditivos proporcionou aumento na DIVMS (P=0,0099) e
DIVEE (P=0,0119) e redugao na DIVCNF (P=0,0042). A incluséo de glicerina bruta
aos tratamentos (OEG e MONG) ocasionou aumento na DIVMS e diminuicao na
DIVPB para ambos aditivos avaliados (P<0,05). Porém, para a variavel DIVMO a
introducdo de glicerina bruta proporcionou aumento apenas para o tratamento Oleos
essenciais, e para a variavel DIVCNF apenas para o tratamento Monensina Sédica
(P<0,05). Ocorreu diferenca entre os grupos de aditivos (OE e OEG vs MON e
MONG) apenas para a variavel DIVCNF (P<0,0001).
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Parametros ruminais (pH e N-NHjs)

Houve efeito do horario de colheita de conteludo ruminal tanto para os valores
de pH (P<0,001) quanto para as concentracées de N-NHj3 (P<0,001). Nado houve
efeito da interagao tempos de colheita vs tratamento para a variavel pH (P=0,7587) e
nem para as concentracées de N-NH; (P=0,9636). Porém, ao analisar os contrastes
ortogonais (Tabela 5) obtidos das médias dos tempos de colheita (0, 1, 2, 4, 6 € 8
horas apos alimentacédo) para os valores de concentracao de N-NHj, houve efeito
significativo (P=0,0306), em que os tratamentos contendo Monensina Sédica (MON
e MONG) diferiram dos tratamentos com Oleos essenciais (OE e OEG),
apresentando reducao de 4,85 mg de N-NHs/dL.

Na figura 2 encontra-se o comportamento médio do pH ruminal em funcao

dos tempos de colheita (momento alimentacéo (0 hora), 1, 2, 4, 6 e 8 horas apos).

6,45
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Tempo colheita (h apés alimentagao)

Figura 2. Comportamento do pH ruminal em funcédo dos tempos de colheita apés
alimentacao.

Os maiores valores médios de pH (6,38), para todas as dietas, foram obtidos
no tempo zero (antes da alimentagcdo) e os menores (5,96) 4 horas apds a
alimentacao, porém os valores médios de pH dentre todos os horarios de colheita,
independente do tratamento, foram maiores que 6,09.
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Na figura 3 a seguir encontra-se o comportamento médio das concentragbes
de N-NH; ruminal em funcdo dos tempos de colheita (momento alimentacdo (0

hora), 1, 2, 4, 6 e 8 horas apos).

40
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Figura 3. Comportamento da concentracdo de N-NH3; ruminal em fungao dos tempos
de colheita apés alimentagéo.

Os maiores valores médios de concentragcdo de N-NH; (29,19 mg/dL), para
todas as dietas, foram obtidos no tempo 2 horas ap6s a alimentacdo e os menores

(13,87 mg/dL) no tempo zero horas (momento da alimentacao).
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Producao e qualidade da massa microbiana

Houve efeito do horario de colheita de conteldo ruminal somente para as
médias das quantidades de MS (P=0,0003) e MO (P<0,0001) das BLA em mg/L de
liquido ruminal. Nao houve interagdo tempos de colheita vs tratamento para
nenhuma das quantidades das frac6es de microrganismos analisadas (P>0,05). Ao
analisar os contrastes ortogonais (Tabela 6) obtidos das médias dos tempos de
colheita (0, 2, 5 e 8 horas apés alimentacao) para as quantidades de MS e MO das
BLA em mg/L LR, houve efeito significativo (P<0,05), em que a inclusao de glicerina
bruta reduziu as quantidades das fracées de microrganismos, respectivamente em
146,51 mg MS e 105,94 mg MO/L de LR.

Foram calculadas as quantidades totais de microrganismos, resultantes do
somatorio das quantidades em mg de MS/kg CR e mg MS/L LR das fracdes da
microbiota ruminal, dos microrganismos totais das fases liquida (BLA + PLA) e sélida
(BSA) e as porcentagens de bactérias e de protozodarios. Esses resultados sao
apresentados na Tabela 7. Houve diferenca (P<0,05) dos tempos de colheita em
relagdo a quantidade de microrganismos totais da fase sélida e na quantidade total
de microrganismos. Foi observado reducdo na quantidade de microrganismos da
fase solida (P<0,05) 2 e 5 horas apéds alimentacdo. Em relacdo a quantidade total de
microrganismos, a reducao ocorreu somente 2 horas apds alimentacao (P<0,05),

com aumento na quantidade apds esse horario.



(ONOIN @ NOIN) B2IPOS BUISUBUOW SnsiaA (930 @ JO) SIEIOUSSSd SO0 =¥

'ONOIN snsion NOW el =¢ ‘930 snsida 30 eeld =¢ ((ONOW ‘NOWW ‘D30 ‘JO) SOAILIQY Snsidn INOD =| :sdlseljuo),
‘elpow ep oelped oud =|\dT 4

‘euLIgI|n) ap oedipe wod

BOIPOS BUISUBUO =HNOIN  ‘BUMBDIID 9P 0BSIPE WSS BIIPOS BUISUBUON =NOW , -BUMSDIID 8p OBSIpe WO SBlousssy sod|0
=530, ‘BUNBDID 8p 0BIpE Wes S[eludssy S0d|Q =30 , ‘SOAPE & BULBDID 8P OBJIpe Was 9|0jU0d ojuswelel| =|NOD ,
{SOpeI00SSe-0pInbI| SOLB0Z0101d =V 1d..x - SEPRIO0SSE-0pINbI| Seudloeg =y 19, -SEPLope-0pI|0s seudloeg =ySg.

916.'0 €215'0 ¥S¥9'0 ISL6'0 269  S8'¥9.  PS'E6S  6.'8LL  869°GP. 10299 "7 /O bw ‘v1d

G0ee'0 Li6Y'0 06L0°0 G280 Lv'02 ¥Sveyr 29'G8y  09°08E ¥G 98P 0v'09¥ "7 /0N Bw ‘v1g

/Y090  Ge¥'0 82160 LGSS'0 2L'G9L G8'YGLE VYY'9L0F L'206€ €..'926€ 6L°€E0V YO BYOW bw ‘vsg
SN %

€926°0 99€/°0 ¥S26'0 G26S0  19'€6  9P'GLEL €6660L €1/8EL 26°0Sct 8Y'LOLL Y171 /SIBw’,,.v1d

¥2es'0  €/95°0 ¥6000 ¥8/6'0 ¥L'92 LL'0OVS 80'G29  £8'V6V Ve Y9 /6°/8S "1 1/SIN Buw *,.v1g

0GL9°0 /€90 02860 98790 €198l 9Lvvy 6ELEBY PP'EISY YY'6YIy €€°9G/F WO BM/SIN Bw ‘,vSg

b 3 Z 1 Jd3 MHSNOWN ,NOW 530 ETS) . INOD soljaweled

,SaIsesuo) sejaiqg

‘saJejuswife
SOAIlPE B OBU NO BPEIDOSSE BULISDI6 OpUdlU0d SBlalp WO0O SOpelusWIje 8I0|8N SOUIAOQ 8p Sopllqo ‘oedejuswie
sode wabelisowe ap sodwa} salualdlip SoU ‘sowsiuebioloiw ap sagdel) sep O\ @ SN 9p Sal08) ap sepepliuenb
se eJed sepeAIasqo eliay|oo ap sodwa) sop eipaw e eied sieuobono S8)Seljuod 8 seipaw sep oelped oo ‘SBIPY|N "9 elaqel

6t



‘elpow ep oeiped old =Nd3,
{(G0°0>d) Aoy 81s8) ojad IS aJjus wWaldyIp Byul| BU SelUlSIp Skl Jod sepinbas seipg)

G9'l 89°12 88'ce 0622 L'2e 0202 01/B0Z0]01d
99°| 1€'8/ 219l 0L'LL 68°LL 086/ eu9loey
sowsiuebiouo1\ ap %
8z'gle €/'8529 ® 100599 B$E'298G  d€0'G6lS B GG'/2E/ sows|ueb10.olIN
ap |e10] apepnuend
8G° /.1 6G°L1GY qe //169Y  Q2L'S60F  A¥0€89E B EF'9/GS EpIOS osed "B10I0IN
16V8 AWA A ¥2'8G6 | 22’ L9/ 00°2ISH ZLISLL epinb) ese4 “Bioiol
49 bBy/s bw
8 S Fa 0
JNd3 BIPSIN soJjaweled

oedejuawije sode wabesysowe ap sodwa)

‘oedejuswije sode wabelisowe ap sodwa) Sajuald)Ip SOU ‘sole0zojoid ap 8 seudloeq ap suabejusslod
Se 9 BploS & epinbl| sase} sep sielo} sowsiuebioioiw ‘sowsiuebloloiw ap Sielo] sepepiuenb sep SaloleA "L elaqel

0S



51

Producao de gases metano e carbono

Na figura 4 a seguir encontram-se a producdo de gases totais, metano e
carbbnico em mL, das dietas experimentais, em 12 horas de incubacao in vitro.
Houve diferenca (P<0,05) dos tratamentos estudados em relacdo a producédo de
gases totais (mL), e producao de CH4 (mL). Analisando os contrastes ortogonais,
constatou-se que os tratamentos com monensina sodica proporcionaram redugao na
producdo de gases totais (P=0,0005) e gas CH4 (P=0,0010) em relacdo aos
tratamentos com 6leos essenciais (MON e MONG vs OE e OEQG). A inclusdo de
glicerina bruta proporcionou redugdo na producdo de gases totais apenas para o
aditivo Oleos essenciais (P=0,0123).

- 100,00
E
0
s 80,00
o
o
@ 60,00
o
3
o 40,00
{5+
O
3
o 20,00
o
0,00
CONT OEG MON MONG
®mVolume Total (mL) 85,49 92,43 101,80 86,68 85,92
mGas CH4 (mL) 18,33 19,86 23,76 15,37 15,73
Gas CO2 (mL) 65,29 68,48 71,02 70,41 69,76

Figura 4. Producdo de gases totais, metano e carbbnico, em mL, das dietas
experimentais.

Na tabela 8 encontram-se as producdo de CHs e CO, em mL/g incubada
(mL/g) e mL/g degradada (mL/gd), desaparecimento da MS e FDN (DMS e DFDN)
das dietas experimentais. Houve diferenca (P<0,05) dos tratamentos estudados em
relacao a producao de CH, em mL/g e mL/gd, producao de CO, em mL/gd, DMS e
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DFDN. A adicdo de aditivos proporcionou aumento no DMS (P=0,0306) e reducao
na producdo de CH4 (P<0,0001) e CO, (P=0,0067) mL/gd, respectivamente em
45,30 e 12,91%.

O grupo Monensina Sédica (MON e MONG) diferiu do grupo Oleos essenciais
(OE e OEG), tanto para a produgcédo de CHs, em mL/g (P=0,0133), quanto para as
producdes de CHs e CO, em mL/gd (respectivamente, P=0,0016 e P=0,0405).
Quando se incluiu glicerina bruta nos tratamentos houve aumento no DMS (P<0,05)
para os tratamentos OEG e MONG, e reducédo no DFDN para o tratamento OEG. A
inclusédo de glicerina no tratamento Monensina Sédica reduziu (P<0,05) a producao
de CH4 e CO, respectivamente em 6,31 e 25,99 mlL/gd, e quando incluida no

tratamento Oleos essenciais reduziu a produgéo de CO, em 13,08 mL/gd.
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DISCUSSAO

Consumo e digestibilidade da MS e nutrientes das dietas

Conforme apresentado na Tabela 1, as dietas oferecidas aos animais
continham niveis semelhantes de energia metabolizavel e proteina bruta. Contudo,
as diferencas encontradas no consumo e digestibilidade da MS e nutrientes podem
ser explicadas pela associacdo dos ingredientes das dietas a uma fermentacao
adequada, ou seja, melhor sincronismo de degradagdo ruminal de fontes
energéticas e proteicas, ja que ndao foram encontrados fatores que prejudicassem a
fermentacdo ruminal (Tabelas 5 e 6).

A glicerina bruta apresenta baixo teor de proteina em sua composicao (0,1
g’kg de MS). Assim, quando se inclui glicerina bruta na dieta, a substituicdo de uma
fonte de proteina verdadeira por ureia se faz necessario, a fim de balancear a dieta
de acordo com as exigéncias do animal.

A maior quantidade de ureia nas dietas com inclusao de glicerina bruta (7 g/kg
MS a mais) pode explicar o aumento da digestibilidade da MS, MO, FDA e CNF
(Tabela 3), pelo fato de ser uma fonte de nitrogénio nao proteico de rapida liberagcéao
no rumen, sincronizando com a fonte de energia prontamente disponivel da glicerina
bruta, fornecendo rapidamente substratos para a manutencdo e crescimento
microbiano, mesmo com o baixo consumo destes nutrientes com a inclusdo da
glicerina bruta (Tabela 3). Da mesma forma, Parsons et al. (2009) e Pyatt et al.
(2007), ao incluirem glicerina bruta nas dietas observaram diminuicdo no consumo
de nutrientes. Por outro lado, o excesso de proteina prontamente disponivel pode
diminuir a formacao de proteina microbiana no rimen ao longo do dia, e facilitar o
escape de proteina alimentar do rumen, prejudicando a digestibilidade dos
nutrientes, possivelmente como ocorreu no presente trabalho para DIVPB e DIVCNF
(Tabela 4).

A inclusdo de aditivos ndo afetou o consumo de MS, e aumentou a
digestibilidade da MS das dietas, provavelmente pela modulacdo do consumo ao
longo do dia, em que houve varias ingestdées em poucas quantidades, fornecendo
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ambiente adequado a fermentacdo ruminal, e consequentemente maior
aproveitamento da dieta.

A inclusao de glicerina bruta (200 g/kg MS da dieta total) ndo prejudicou a
digestibilidade da FDN e FDA (Tabela 4), possivelmente pela associacdo aos
aditivos Monensina Sédica e Oleo Essenciais, os quais forneceram adequados
niveis de pH e concentracées de N-NH; ruminal (Tabela 5) durante o dia para o
crescimento microbiano, possivelmente pela defaunacdo de microrganismos
indesejaveis ao rumen, em que a digestao da fibra ndo foi afetada. O pH ruminal é
uma caracteristica importante associada a degradacdo da fracdo fibrosa dos
volumosos utilizados na alimentacdo de ruminantes. Esse parece ser o principal
impacto para redug¢ao na degradacéo da fibra, pois, quando o pH atinge valores de
5,5 ou 5,0, ha inibicdo dos microrganismos celuloliticos (Hoover, 1986), o que nao
ocorreu no presente estudo, onde os valores médios de pH foram superiores a 6,09
(Tabela 5).

O aditivo Monensina Sédica se mostrou mais eficiente em termos de digestéao
ruminal em relacdo aos Oleos essenciais com ou sem inclusdo de glicerina, pois
apesar de apresentar menor consumo em quase todos os nutrientes, nao reduziu a
digestibilidade dos nutrientes (Tabelas 3 e 4). Este fato pode ter ocorrido porque a
monensina sédica aumenta a eficiéncia energética, principalmente, em funcao do
aumento da producéao de acido propidnico, da reducao da relacao acetato/propionato
(McGUFFEY et al., 2001) e diminui¢ao da producao de metano (Tabela 8). Os 6leos
essenciais ainda nao tém acéo totalmente elucidada.

Fermentacao ruminal

A inclusdo da glicerina bruta, em substituicdo aos ingredientes energéticos
(Tabela 1), associada ou ndao aos aditivos monensina sédica ou 6leos essenciais,
ndo prejudicou nenhuma das variaveis avaliadas para a fermentagdo ruminal
(Tabela 5). O pH ruminal no presente estudo se manteve dentro da faixa étima para
a atividade de bactérias, principalmente as celuloliticas (RUSSELL;WILSON, 1996;
VAN SOEST, 1994). Da mesma forma, Wang et al. (2009) e Schrdoder e Siidekum
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(1999) observaram, apesar da alta porcentagem de concentrado na dieta e
independentemente do tratamento dietético, valores de pH superiores a 6,0.

As concentragbes de N-NH; ruminal foram suficientes para o crescimento
bacteriano, conforme o valor minimo citado por Preston (1986), de 5 mg N-NHs/dL.
No entanto, o valor deve ser superior a 10 mg/dL para que haja aumento da digestao
ruminal da MS e superior a 20 mg/dL para que ocorra aumento da ingestdo de MS
(LENG, 1990). Levando em consideracdo que as exigéncias proteicas do animal sao
atendidas mediante a absorgéo intestinal de aminoéacidos provenientes da proteina
microbiana sintetizada no rimen e da proteina ndo degradada no rimen (Valadares
Filho, 1995), a adequada concentracdao de N-NHj3; ruminal é indispensavel para o
crescimento bacteriano, onde cerca de 40 a 100% do nitrogénio exigido pelos
microrganismos poderiam ser derivados do N-NH3; (STERN & HOOVER, 1979).

Neste sentido, diante do sinergismo encontrado entre os valores de acidez
(pH) e concentracdes de N-NH3; no rimen para manter adequado ambiente ruminal,
nao foi encontrado diferencas significativas entre as quantidades de microrganismos
(BSA, PLA e BLA) nos diferentes tempos de amostragem, exceto quando houve
inclusdo de glicerina bruta ao tratamento éleos essencias, em que as BLA tiveram
reducdes nas quantidades de MS e MO em mg/L de liquido ruminal (Tabela 6). Essa
reducdo pode ser explicada pela rapida fermentacao da glicerina bruta a propionato
e nao a lactato, ndo gerando reducdes drasticas no pH ruminal, e fornecendo
ambiente propicio para colonizagcdo de novos substratos dietéticos (Wang et al.
2009; Donkin, 2008).

A rapida elevacao das concentracées de N-NH3; nos tempos uma e 2 horas, e
as reducdes no pH ruminal nos tempos 2 e 4 horas apds alimentagdo, podem
explicar a diminuicdo na quantidade total de microrganismos e na quantidade de
microrganismos aderidos na parte sélida do conteudo ruminal neste mesmo intervalo
de tempo (Tabela 7), por ndo fornecer adequado ambiente ruminal como ja
referenciado acima.

A reducao na concentracdo de N-NHj; obtido pelo grupo Monensina Sodica
em relagdo ao grupo Oleos essenciais (Tabela 5), pode ser atribuido & melhora da

utilizacdo de proteina pelos microrganismos, ou simplesmente pelas bactérias
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proteoliticas e fermentadoras de amino4cidos serem sensiveis aos ionéforos (Lana

& Russel 1996), havendo maior escape de proteina pelo rimen.

Producao de gases metano e carbono

As reducdes nas producoes totais de gases em mL, CH, em mL (Figura 4), e
CH4 e CO, em mL/gd (Tabela 8) quando se incluiu aditivo nas dietas, podem ser
explicadas pela melhoria da eficiéncia energética, provavelmente, em fungdo do
aumento da producdo de &acido propidnico, e da reducdo da relacdo
acetato/propionato no rimen (McGUFFEY et al., 2001), e quando incluido a glicerina
bruta nas dietas ocorreu maior redugcdo da producdo de gases. Segundo Stradiotti
Junior et al. (2004), no ecossistema ruminal, ha relacdo inversa entre a producao de
metano e de acido propibnico.

O mecanismo pelo qual se justifica essa relacdo inversa € no direcionamento
dos H*" e CO. que estariam disponiveis para a metanogénese, excedentes da
producdo de acetato, para a produgcdo de propionato, e levando em consideracao
que o glicerol é fermentado principalmente a propionato, ha reducao da producao de
gases, principalmente o CH4 (Lee et al., 2011).

Vale ressaltar que em 12 horas de incubacgao a presenca da glicerina pode ter
influenciado as digestibilidades das dietas, pois por ser prontamente disponivel a
digestdao ruminal, sendo consumida quase que totalmente num prazo de 4 a 6
(Donkin, 2008), ha aumento no DMS, e por nao conter fibra em sua composicao e
ndao gerar acetato pode desfavorecer o0 crescimento dos microrganismos
celuloliticos, diminuindo o DFDN. Talvez, se a producao de gases fosse analisada
num prazo de 24 horas, ndo haveria redugédo do DFDN, como ocorrido no tratamento
6leo essencial.

A associagado glicerina e monensina sodica se mostrou mais eficiente em
termos de aproveitamento da energia bruta dos alimentos, pois reduziu a producéo
de gases estufa em mais da metade quando comparado ao tratamento controle
(Tabela 8). Segundo Pedreira e Primavesi (2006) a producdo do CH,4 entérico é
responsavel pela perda de 6% a 18% da energia bruta da dieta durante o processo

fermentativo.
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Extrapolando a producdo de CHs em mL/gd, pelo consumo de MS obtido
pelos animais, por um ano, teriamos producdes de 87,99; 62,69; 47,73; 55,15 e
29,65 litros/ano, respectivamente para os tratamentos CONT, OE, OEG, MON e
MONG. Segundo Berchielli et al. (2003) e Primavesi et al. (2004), a producao média
de CH4 de um animal Nelore em confinamento é de 51 litros/ano. Sendo assim,
somente o tratamento controle excedeu em muito o valor médio referenciado acima.
Nas condigcdes do experimento, a associacado monensina sédica e glicerina bruta
poderia proporcionar reducao de 66,3% da producdo de CH; em um ano, ou
diminuicédo de 58,34 L/animal/ano, de animais Nelore em confinamento.
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CONCLUSAO

A glicerina bruta adicionada em 200 g/kg MS é um ingrediente energético
substituto ao milho grdo e a casca de soja, e, quando associada a aditivos
(monensina sddica ou 6leos essenciais) mostrou-se uma alternativa alimentar a ser
utiizada em confinamento de bovinos Nelore, sem efeitos prejudiciais sobre a
fermentacao ruminal, consumo e digestibilidade da MS e nutrientes, e com reducéao
na producéo dos gases do efeito estufa.

A associacdo glicerina bruta e monensina sédica tem alto potencial de
reducéo da producéao de CH4 e CO..
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