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1. INTRODUCAO
A utilizacdo de energia para o desenvolvimento econdomico mundial ¢ um dos grandes
problemas existentes nos dias de hoje, onde cerca de 90% da energia utilizada ¢ proveniente de
fonte fossil, sendo este um recurso esgotavel. Com isso, existe a necessidade de se buscar fontes

alternativas de energia, como o biodiesel, por exemplo, sendo ele ambientalmente sustentavel.

Atualmente a nutricdo animal representa de 60 a 70% dos custos totais das propriedades,
sendo que o milho e a soja sdo os principais ingredientes das dietas dos animais, com isso tem se
buscado reduzir custos. O Brasil possui enorme quantidade de residuos e subprodutos, da
agricultura e agroindustria, com potencial de uso na alimenta¢cdo de ruminantes. Dentre os diversos
produtos que podem substituir o milho estdo subprodutos derivados do biodiesel como, por

exemplo, o glicerol, que pode chegar a custar duas vezes menos que o grao de milho.

O biodiesel ¢ definido como um mono-alquil-ester de 4cidos graxos, derivado de fontes
renovaveis, tais como Oleos vegetais e gorduras animais, obtido através de um processo de
transesterificagdo de oleos vegetais com alcodis (metanol ou etanol) através da catalise basica,
utilizando o hidréxido de sédio ou potdssio como catalisadores ou ainda pela esterificacdo desses
materiais na presenca de catalisadores acidos, na qual ocorre a transformacgao de triglicerideos em
moléculas menores de ésteres de acidos graxos, e tendo como sub-produto a glicerina bruta, com
teores de glicerol variando de 80 a 95% (Ramos et. al., 2000). Glicerina é o nome comercial de um
liquido viscoso, incolor, inodoro, higroscopico e com sabor adocicado, quimicamente definido

como glicerol ou propano — 1,2,3 — triol de formula C;Hs(OH); (IUPAC, 1993).

O glicerol ¢ um composto tricarboxilico de alto contetido energético, sendo um eventual
substituto de milho e outros concentrados energéticos ricos em carboidratos nao-fibrosos na
alimentacdo animal (DeFrain et al., 2004; Seller, 2008; Donkin et al., 2009). O glicerol ¢ um
substrato fermentavel no rumen (Remond et al., 1993; Bergner et al.,, 1995) e um precursor

gliconeogénico via metabolismo hepatico (Lin, 1977).



Quanto a variabilidade, o valor de energia metabolizdvel deste subproduto ¢ de
aproximadamente 3200 kcal/kg. As fontes de variagdo desta energia sdo a presenca de umidade,
minerais e 6leo na glicerina resultante da producdo de biodiesel, cuja variagdo ainda ¢ uma

realidade nesta etapa de desenvolvimento desta produgao.

De acordo com o relato na literatura existe grande variacdo na composi¢dao da glicerina
bruta, o contetido de glicerol pode variar de 30,5 (Paige, 2009) a 90% (Potu et al., 2009), e o teor de

matéria seca de 70 (Shin et al., 2009) a 94% (Paige, 2009).

A glicerina produzida na cadeia do biodiesel pode ser utilizada na alimentacdo animal.
Segundo Berenchtein (2008) a glicerina pode ser utilizada como ingrediente energético nas ragdes
de suinos em crescimento e terminagdo até o nivel de 9% sem afetar o desempenho e as
caracteristicas de carcaga dos animais. Em aves, o glicerol pode ser utilizado como fonte de energia
em dietas de alta producdo, entretanto cuidados devem ser tomados em relacdo a possivel
concentragdo residual de metanol (Cerrate et al., 2006). Para vacas em alta produgdo de leite
Schroder & Siidekum (1999) utilizaram o glicerol como substancia glicogénica. Os autores
concluem que o glicerol melhorou o suprimento de energia e auxiliou na prevengao de problemas
de Cetose. (Kaschinski, 2011) concluiu que a inclusdao de glicerol ao nivel de 20% do concentrado
como fonte energética em substitui¢do ao milho para borregas, ndo comprometeu o desempenho

reprodutivo e ndo levou a alteragdes hepaticas.

O objetivo do presente trabalho foi observar as alteragcdes da microbiota ruminal com a

inclusdo de diferentes niveis de glicerol na dieta.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado entre 27 de Julho a 02 de Setembro de 2011 no Instituto
Agrondmico do Parand — TAPAR — Esta¢do Experimental Fazenda Modelo, situada no municipio de
Ponta Grossa — PR. Foram utilizados cinco bovinos machos, inteiros, da raga Puruna, com trés anos
de idade e fistulados no rimen com um ano de idade. Os animais foram submetidos a cinco niveis
de inclusdo de glicerol na dieta, sendo: 15, 30, 45, 60 e 75% de glicerol em relagdo a quantidade de
matéria verde (MV) da dieta total fornecida ao animal. Os niveis de glicerol eram alterados a cada

semana, nao havendo periodo de adaptacao.

Os animais eram separados individualmente no confinamento, onde recebiam diariamente
um unico fornecimento as 9 horas 10 kg de silagem misturadas aos niveis de inclusdo de glicerol e
agua em determinados periodos do dia. As coletas do conteudo ruminal através da fistula foram
realizadas quatro vezes no primeiro dia de inclusdo de glicerol nos seguintes horarios 2, 4, 8 e 12
horas ap6s a ingestdo do alimento, € nos seis dias restantes da semana foram realizadas uma unica

coleta 12 horas apos a ingestao do alimento.

Foram coletados 250 ml de liquido ruminal de cada animal a cada coleta. Foi avaliado pH
do liquido ruminal através do aparelho (Tonka pH-1500). Para a avaliagdo dos protozodarios as
caracteristicas mais importantes como densidade de populagdo e a intensidade de movimento desses
microrganismos foram depositados gotas do liquido ruminal em uma lamina com laminula,
previamente aquecida a 30°C, observando-se em microscopio Optico com aumento de 100 vezes
(Gonzalez et al., 2000). Sendo classificados através do sistema de cruzes, sendo + raros, ++
moderados e +++ abundantes. Enquanto para a prova de determinagcdo da atividade redutiva
bacteriana, adicionou-se 1 ml de azul de metileno solu¢ao 0,03% em uma amostra de 20 ml do
liquido ruminal testemunha (sem corante) do mesmo animal. A medi¢do do tempo transcorrido era
realizada desde a adi¢do do corante na amostra até a sua degradacgdo, ficando igual a amostra

testemunha (Rosenberger 1993). A prova de sedimentacdo e flutuacdo consistia em deixar a amostra

11



do liquido ruminal em repouso até o momento do aparecimento de eventos de sedimentacdo e

flutuacao.

Para a avaliagdo da glicemia foi coletado uma gota de sangue da cauda do animal, e
realizada leitura por um glucometro portatil (Bayer Breeze 2), durante o inicio (4* coleta), meio (7%
coleta) e fim (10? coleta) da inclusao dos niveis de glicerol.

Os dados foram avaliados com auxilio do programa PASW- statistics 18, sendo utilizado a
analise da variancia e o teste de Tukey para comparagdo das médias, sendo um delineamento em

blocos casualizado (DBC) com 5 tratamentos e 5 repetigdes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A adicdo de glicerol misturada a silagem nao alterou (P>0,05) o teor plasmatico de glicose
no animal, causando uma divergéncia da capacidade gliconeogénica do glicerol (Tabela 1). A
auséncia de resposta em glicose plasmadtica a suplementagdo com glicerol tem sido observada

(Ogborn, 2006; Chung et al., 2007; Boyd et al., 2009; Osborne et al., 2009; Rico et al., 2009).

TABELA 1. Niveis de glicose sanguinea em fungao dos niveis de inclusao de glicerol na silagem.

Média Média Média Média Média Média
Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose Glicose
Periodos | (CONTROLE) (15% (30% (45% (60% (75%

GLICEROL)  GLICEROL)  GLICEROL)  GLICEROL)  GLICEROL)
mg/DL mg/DL mg/DL mg/DL mg/DL mg/DL

0 52
4* Coleta 48" 40™ 51 61™ 50™
7% Coleta 61™ 58™ 50™ 51 49™
10 Coleta 58N 64" 64" 38" 53

*= Significativo (P<0,05) pelo teste de Tukey.
NS= Nao Significativo (P>0,05) pelo teste de Tukey.

A concentragdo plasmatica de glicose teve aumento numérico, quando observado
individualmente (Figura 1). Isso ocorre devido a contribui¢cdo gliconeogénica que o glicerol possui
para producdo hepatica de glicose. A inclusdo de 60% de glicerol pode ser explicada devida queda
na temperatura ambiente na semana do experimento, onde o teor de glicose cai devido a regulagdo
de temperatura feita pelo organismo do animal. Também nem todo glicerol absorvido pelo figado

entra na via glicolitica, podendo seguir para o tecido adiposo, ou sendo perdido.
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FIGURA 1. Nivel de glicose sanguinea em fung¢do dos niveis de inclusao de glicerol.

Segundo Orskov (1986), o abaixamento do pH ruminal ocorre, principalmente, apos a
ingestdo de alimentos, especialmente concentrados, devido a sua rapida taxa de fermentagdo. Os
valores minimos de pH foram encontrados entre 2 e 12 horas apods alimentagdo (Figura 2). Trabue et
al. (2007) sugeriram que 80% do glicerol ¢ metabolizado no ramen apds 24 horas, e por ser
fermentado principalmente a propionato, resulta no decréscimo da relagdo acetato:propionato no
ramen. Segundo Krehbiel (2008) além do aumento na producdo de propionato ha também produgdo
de butirato no raimen devido a inclusdo de glicerol na dieta dos ruminantes. O decréscimo no pH ¢
resultante do intenso processo de fermentacdo e ao consequente aumento da producido dos acidos

graxos de cadeia curta e lactato (Donkin, 2008).
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FIGURA 2. Alteragdes de pH com niveis de inclusdo de glicerol.

Os microrganismos ruminais sdo dependentes de um ambiente ideal para seu
desenvolvimento e este deve ter temperatura entre 38 a 40°C e uma faixa de pH que varie entre 5,5
a 7,0 (Hoover, 1986). Para a avaliagdo microbioldgica ndo foi observado efeito significativo

(P>0,05) (Tabela 2). Os valores encontrados apresentaram densidade e motilidade satisfatorios.

TABELA 2. Populagao dos protozoarios em fung¢do das concentragdes de glicerol de 15, 30, 45, 60
e 75% da dieta em relagao ao controle.

, MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA

PERIODOS PTZ. PTZ. PTZ. PTZ. PTZ. PTZ.
(CONTROLE) (15% (30% (45% (60% (75%
GLICEROL) GLICEROL) GLICEROL) GLICEROL) GLICEROL)
0 ++

1* Coleta ++NS ++NS ++NS ++NS +++NS
2% Coleta ++NS +NS NS ++4NS 44 NS
3% Coleta ++NS +NS +4NS +4NS 44 NS
4* Coleta +NS +NS ++Ns +4Ns 44 NS
5* Coleta +NS +NS +++NS +4NS +4+Ns
6" Coleta ++ +NS NS ++4NS NS
7* Coleta ++NS +NS et +4Ns 44 NS
&* Coleta ++NS ++NS 44NS ++4NS 44 NS
9% Coleta ++NS NS +4NS +4NS 44 NS
10 Coleta +NS +NS ++Ns +4Ns 44 NS

*= Significativo (P<0,05) pelo teste de Tukey.
NS= Naio Significativo (P>0,05) pelo teste de Tukey.
Classificagdo = + raro, ++ moderado, +++ abundante.
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A populagdo de protozoarios do rimen ¢ mais sensivel a mudangas no rimen. Em
condi¢des de alcalose ou acidose ruminal esta populacdo ¢ a primeira a diminuir ou extinguir. A

adicdo de glicerol nos niveis avaliados ndo causou alteracdo na populacdo de protozoarios.

O tempo de reducdo ao azul de metileno (TRAM) ndo teve alteragao (P>0,05) com a
inclusdo de diferentes niveis de glicerol (Tabela 3). O tempo esta relacionado com a qualidade do
alimento ingerido e pode chegar a até 6 min, sendo que em animais que recebem alimento rico em
carboidratos ndo estruturais esse tempo pode ser inferior a 1 min (Dirksen et al., 1993). Os valores
encontrados no presente trabalho foram de 09 segundos a 144 segundos. Isso mostra que a

microbiota ruminal estava ativa.

TABELA 3. Tempo de redugdo ao azul de metileno cem fungdo das concentragdes de glicerol de
15, 30, 45, 60 e 75% da diecta em relagdo ao controle.

, MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA
PERIODOS | TRAM. TRAM. TRAM. TRAM. TRAM. TRAM.
(CONTROLE) (15% (30% (45% (60% (75%
seg. GLICEROL) GLICEROL) GLICEROL) GLICEROL) GLICEROL)
seg. seg. seg. seg. seg.
0 47
1* Coleta 39" 60™ 417 84 37
2* Coleta 52N 144" 34™ 36" 43"
3" Coleta 45" 106™ 36" 88" 79N
4* Coleta 30 37 37N 101 58
5 Coleta 96" 41 51M 44™ 21
6" Coleta 54N 30™ 21 18" 34
7* Coleta 33" 94 24" 40™ 21
8 Coleta 69 59™ 09™ 15™ 144
9* Coleta 93" 72N 12 15™ 41™
10 Coleta 98™ 84™ 32M 114™ 117

*= Significativo (P<0,05) pelo teste de Tukey.
NS= Nio Significativo (P>0,05) pelo teste de Tukey.

A comparacdo de tempo de sedimentagdo entre o grupo com diferentes niveis de inclusdo
de glicerol, com o grupo controle ndo teve diferenca significativa (P>0,05). Os valores encontrados
para tempo de sedimentagdo nos grupos com inclusdo de glicerol estdo dentro do padrdo fisiologico

para bovinos que ¢ de 4 a 8 minutos (Garry, 1993).
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4. CONCLUSAO

Através do exame laboratorial do liquido ruminal conclui-se que a utilizagao de até 75% de
glicerol em relagdo a matéria verde (MV) fornecida ao animal como suplemento, ndo ¢ suficiente

para ter uma alteragdo significativa na microbiota ruminal.
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