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RESUMO

O (glicerol na glicerina de biodiesel pode substitai amido de
milhocomo substrato energéticopara ruminantes. idwae a glicerina bruta,
rica em metanol (7,3% de metanol e 70,2% de MS N, Ma alimentacdo de
bovinos. No Experimento 1, 36 novilhas mesticasaHo€s-Zebu (177156
kg)foram alimentadas com 0% (TO0), 5,6% (T6) ou ¥1,@12) de glicerina
bruta na MS da dieta, e 15,2%, 7,8% ou 0%de milhanfente moido,
respectivamente. A composi¢édo das dietas foi (¥8x 69,6+1,3 de silagem
de cana de acuUcar, 14,2+0,3 de farelo de sojad,Oreia,12,6+0,4 de PB e
49,04+0,7 de FDN.As novilhasforam blocadas pelo pggo e receberam um
tratamento por 91 d, apds um periodo de padrorozded 4 d. Os dados foram
obtidos ao longo do tempo e o valor da mesma \@rid final do periodo de
padronizacédo foi usado como covariavel no modethatistico. Contrastes linear
(TO vs. T12) e quadratico (T6 vs. TO+T12) comparateatamentos. Aumento
no teor de glicerina na dieta induziu queda limeaconsumo de MS (CMS) nos
dois primeiros dias do periodo experimenfk(,05), e tendéncia de queda
quadratica no CM30,13) e no consumo de MO digestivie+(,10) ao longo
do experimento.A glicerina reduziu de forma quadaab peso vivo ajustado
para o peso no final do periodo de padronizaB&6,03), o perimetro toracico
(P=0.09) e o escore de condicdo corpof(.02), mas ndo houve efeito
detectavel sobre 0 ganho de pd3s(,38):306 g/d no TO, 343 g/d no T6 e 254
g/d no T12. Houve tendéncias de variagdo quadrgich0€<0,15) nas
digestibilidades aparentes no trato digestivo w#aMS, MO e FDN, maioresno
T6 e menores no TO. O pH ruminal aumentea(,01) e o teor de protozoarios
no fluido foi reduzido P=0,07) pela glicerina, ambos de forma linear. N&o
houve efeito de tratamento sobre a relagdo entepiode alantoina e o de
creatinina na urinaP&0,49). O menor teor de N-ureico no plasma foi plegip
no T6 e o maior no TOPEOD,05 para contraste quadratico). A glicerina raduz
linearmente o teor de glicose no plasma sanguiRe6,02) e aumentou o0s
teores de metanolP€0,02) e formato R<0,01). Houve tendéncia de queda
linear no teor plasmatico da enzima aspartatoanasinsferase com maior teor
de glicerina na dietaPE0,13), sem afetar a gamaglutamiltransferdse 26).
Os tempos diarios de ruminacdo e de mastigacdanfanaiores no T6 e
menores no TOR<0,05 para contraste quadratico), mas a atividaaiigatoria
por unidade de CMS ndao diferiu entre tratamen®<035). Houve variacao
linear em parametros descrevendo o balanco ackloebédlo sangue venoso,
sugerindo que a glicerina induziu acidose metadolix Experimento 2 avaliou
parametros ruminais e sanguineos de vacas naatEx@pos a infusdo matinal
pela canula ruminal (0,5% do peso vivo) de milmafnente moido (M), milho
moido, reidratado e ensilado (MR), glicerol purg @& glicerol com 7,2% de
metanol (GM). Gluten de milho foi acrescido aogamsentos G e GM para



obter o mesmo teor de N de M e MR. Quatro vacagigassHolandés-Zebu
(57635 kg) receberam uma sequéncia dos tratamentd3duadrado Latino 4 x
4 com periodos de 5 d. Amostras do sangue jugutiar fluido ruminal foram
obtidas simultaneamente a intervalos de 2 h porh2d4pés as infusdes.
Contrastes avaliaram tratamentos: C1=M+MR vs. G+@&¥7 G vs. GM,e
C3=M vs. MR. O CMS foi 17,6 kg/d no M, 17,0 kg/d MR, 15,2 kg/dno G e
15,2 kg/d no GM R=0,03 para C1). A degradacdo rumimalsituda MS de
alfafa, silagem de milho, silagem de cana e tiftore 12 e 24 hde incubacéo
foi inibida pela glicerinaR<0,01 para C1). O pH ruminalmédiB=0,12 para
C1) e maximo®=0,04 para C1) foram menores no milho do que reegil. O
glicerol aumentou os teores de amonia no rime8 B apos a infusdo e o de N-
ureico no plasma 8, 12, 14, 16 e 20 h, mas o gliceduziu a amdniaruminal 2
h apés a infusadP&0,01 para C1). O teor de glicose no plasma foiemiato
pelo glicerol, devido ao maior teor 2, 4 e 6 h apésinfusfesR<0,01 para
C1).Nado houve efeito sobre parametros sanguinessredendo o balanco
acido-basico do sangue veno§o-(,25). A substituicdo de milho por glicerina
bruta na dieta de novilhas reduziu o teor plasmatie glicose, enquanto a
infusdo de glicerol no rimen de vacasaumentoucasgino plasma. Ndo foram
observados sintomas clinicos de intoxicacdo poamaéijuando novilhas foram
alimentadas com glicerina bruta por 91 dias (224 dagnetanol/kg de peso
vivo) ou vacas receberam infusdes de glicerol enmétno rimen (207 mg de
metanol/kg de peso vivo). A substituicdo parciahdio por glicerina bruta foi
uma alternativa vidvel, mas a substituicdo compiarimiu 0 consumo e o
desempenho de novilhas.

Palavras-chaves: biodiesel, bovinos, glicerol,oglic metanol.



ABSTRACT

Glycerol in glycerin from biodiesel can substituwtern starch as an
energy source for ruminants. We evaluated methdgetol crude glycerin (7.3%
methanol and 70.2% DM, as fed basis) as bovine. fee&xperiment 1, 36
Holstein-Zebu crossbred heifers (177 + 56 kg) wedk0% (T0), 5.6% (T6), or
11.9% (T12) of crude glycerin in diet DM, and 15,2%8% or 0% of finely
ground corn, respectively. Diets composition we¥e ¢f DM): 69.6 + 1.3 of
sugarcane silage, 14.2 + 0.3 of soybean meal, W@af, 12.6 £ 0.4 of CP, and
49.0 =+ 0.7 of NDF. Heifers were blocked by body gtei and received a
treatment for 91 d, after a 14-dstandardizationopeData were obtained over
time and the value of the same variable at theddride standardization period
was used as covariate in the statistical modekdirfTO vs. T12) and quadratic
(T6 vs. TO + T12) contrasts compared treatmentsiehsing dietary glycerin
content induced a linear decrease in DM intake (DiMlithe first two days of
the experimental period”€0.05), and a quadratic trend for decline in DMI
(P=0.13) and digestible OM intakeP£0.10) throughout the experiment.
Glycerin quadratically reduced body weight adjudtedhe weight at the end of
the standardization period£0.03), girth circumferenceP£0.09), and body
condition scoreRF=0.02), but had no detectable effect on weight ¢@i0.38):
306 g/d on TO, 343 g/d on T6, and 254 g/d on T12er& were trends for
quadratic variation (0.10%0.15)in total tract apparent digestibility of DM,
OM, and NDF, highest on T6 and lowest on TO. RuinithincreasedR<0.01)
and the content of protozoa in the fluid was redu@s=0.07) by glycerin, both
linearly. There was no effect of treatment on thtorbetween the content of
allantoin and creatinine in urin®%0.49). The lowest content of plasma urea-N
was observed on T6 and the highest was onPEQ.0Q5 for quadratic contrast).
Glycerin linearly reduced the content of blood plasglucose #=0.02) and
increased the contents of metharfe#(@.02) and formatePR<0.01). There was a
trend fora linear decrease in the plasma contenthef enzyme aspartate
aminotransferase with increased content of glyderthe diet P=0.13), with no
effect on gamma glutamyltransferage>(.26). Rumination and chewing time
per day were highest on T6 and lowest on F0(05 for quadratic contrast),
but chewing activity per unit of DMI did not diffe@mong treatment$$0.35).
There were linear variations in parameters deswilbhe acid-base balance in
venous blood, suggesting that glycerin induced bmdimacidosis. Experiment 2
evaluated ruminal and blood parameters of nondiagt@ows after the morning
infusion through rumen cannula (0.5% of body weigiftfinely ground corn
(C), rehydrated and ensiled ground corn (MR), pulyeerol (G), or glycerol
with 7.2% methanol (GM). Corn gluten meal was adtedreatments G and
GM to achieve similar N content to M and MR. Founssbred Holstein-Zebu



cows (576 £ 35 kg) received a sequence of themierats in a 4 x 4 Latin Square
with 5-d periods. Samples of jugular blood and ranfliid were obtained
simultaneously at 2-h intervals for 24 h after sifuns. Contrasts evaluated
treatments: C1 =M + MR vs. GM + G, C2 = G vs. Gind C3 = M vs. MR.
The DMI was 17.6 kg/d on M, 17.0 kg/d on MR, 15dI&kon G, and 15.2 kg/d
on GM (P=0.03 for C1). Ruminain situ degradation of DM from alfalfa, corn
silage, sugarcane silage, and Tifton at6, 12, @nl @ incubation was inhibited
by glycerol £<0.01 for C1). MeanR=0.12 for C1) and maximumP£0.04 for
C1) ruminal pH on corn were lower than on glycei@lycerol increased the
contents of ruminal ammonia6 and 8 h post-infusimmd plasma urea-N 8, 12,
14, 16, and 20 h, but glycerol reduced ruminal ame@® h post-infusion
(P<0.01 for C1). Plasma glucose content was increhgeglycerol, due to the
increased concentrations 2, 4, and 6 h after iofssiP<0.01 for C1). There
were no treatment effects on blood parameters ibasgrthe acid-base balance
in venous bloodR>0.25). The replacement of crude glycerin for dorthe diet
of heifers reduced plasma glucose content, whieirtfusion of glycerol in the
rumen of cows increased plasma glucose. Clinicahpsggms of methanol
toxicity were not observed when heifers were feader glycerin for 91 days
(224 mg of methanol/kg of bodyweight) or cows reedi glycerol infusions in
the rumen (207 mg of methanol/kg of bodyweight)e Hartial replacement of
corn by crude glycerin was a viable alternativef bamplete replacement
depressed intake and heifer performance.

Keywords: biodiesel, bovine, glucose, glycerol, magiol.
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1 INTRODUCAO

A tendéncia mundial de substituicho de combustivésseis por
biocombustiveis, como o biodiesel, torna pertinemtestudo sobre possiveis
utilizacdes de seus residuos industriais. Segunddinistério das Minas e
Energia, o Brasil produziu 2,9 bilhdes de litros Hmdiesel em 2013
(AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO - ANP, 2011). Paradz50 litros de
biodiesel sdo produzidos de 4 a 5 litros do suhpoodglicerina bruta,
(THOMPSON; HE, 2006). A glicerina é rica em glideram composto
tricarboxilico de alto conteldo energético, sendo eventual substituto de
milho na alimentacdo animal (DEFRAIN et al.,, 200Apesar do glicerol
guimicamente puro ser um composto valioso industigate, a purificacdo pode
ser antieconbmica e insuficiente para consumir esaimento projetado na
producdo mundial de glicerina bruta.

O uso de glicerol na prevencgéo e tratamento dese&m vacas leiteiras
€ conhecido de longa data (JOHNSON, 1954; GOFF; $R2001).
Entretanto, existe pouca informacdo sobre a utffieade glicerina bruta
contendo catalizadores, sais e metanol, na alic@&ntale ruminantes. As
manifestacdes clinicas da intoxicagdo por metamzdliém distrbios visuais,
depressdo do sistema nervoso central, disfuncépiragsia e acidose
metabdlica (NIE et al., 2007).

Algum teor de amido dietético é requerido para mézar a
fermentacao ruminal (HALL; HEREJK, 2001). Portarqaando glicerina bruta
substitui completamente o milho do concentradoditas baseadas em silagem
de cana, o desempenho animal pode néo ser satsfa@dla auséncia de amido
na dieta. Com isso avaliou-se em dois experimentefeito da glicerina bruta
na dieta de bovinos. O objetivo do primeiro experito foi avaliar o ganho de

peso, a digestibilidade, a eficiéncia alimentaeqailibrio acidobasico venoso e
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a funcdo hepética de novilhas alimentadas com esilage cana e teores
dietéticos crescentes de glicerina bruta, em gulggto a milho finamente
moido. O objetivo do segundo experimento foi avgliarametros ruminais e
sanguineos de vacas que receberam pulsos rumeaighth seco moido, milho
reidratado, glicerina pura ou glicerina acrescie&@ 2% de metanol.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Silagem de cana-de-agucar

A cana-de-acucar é uma graminea tropical capaerddta producéo de
matéria seca por hectare e alto contetido de sacamoscarboidrato néo fibroso
de alta digestibilidade para ruminantes (PEREIR®L22. Nutricionalmente, a
FDN da cana tem digestibilidade baixa comparadatia® forrageiras tropicais,
0 que pode limitar fisicamente o consumo de alimestreduzir o desempenho
de vacas leiteiras (CORREA et al., 2003). Alémalisscana possui baixo teor
de proteina e minerais. No entanto a suplementagéquada tem propiciado
seu uso por produtores de leite e em confinameletdmvino de corte no Brasil
(MILEN et al., 2009). A colheita diaria, manual mecanizada da cana fresca
pode ser inadequada a operacéo de algumas fazeedds, assim a pratica da
ensilagem da cana pode ser uma solugdo operacparal tornar mais
abrangente o aproveitamento do potencial produtavdorrageira. A cana-de-
aclcar possui boas caracteristicas quimicas paitagem, pois é rica em
carboidratos solUveis, tem baixo poder tamponattengeor de matéria seca ao
redor de 30% (MCDONALD, 1981). Entretanto, devidm seu alto teor de
sacarose e ser rica em leveduras epifitas, a eaneete o crescimento desses
microrganismos, resultando em fermentacgdo alcodicermentacao alcodlica
resulta em perda de MS, a maior parte na formaadeoiiratos nao fibrosos,
aumentando 10 a 20 unidades percentuais no teoFDOi¢ da forragem
(MIRANDA et al., 2011). Segundo Zopollatto, DangeNussio (2009), o teor de
etanol médio de 19 silagens de cana foi de 7,8%aléria seca, variando de 0,3
a 21,8%. Ao ensilar a cana se perde quantidaddirdenéo e valor energético
da forragem quanto maior for o tempo de armazen@mpais as leveduras néo

s&o totalmente inibidas por baixo pH e anaerokaséLA et al., 2014). Varios



17

aditivos, como bactérias homo e heterofermentativabidores quimicos de
leveduras ou sequestrantes de umidade, tém sidmdons na ensilagem de
cana, mas o efeito desses sobre a perda de M&oe BQN da silagem tem sido
baixo (ZOPOLLATTO; DANIEL; NUSSIO, 2009). A inocujdo com cepas de
bactérias heterofermentativas do tiaxtobacillus buchneiisoladas de silagem
de cana aumentou a concentracdo de acetato e mamtpie diminuindo a
concentracéo de etanol e levedura (AVILA et alQ®0Sendo assim, essa cepa
pode ser um aditivo viavel para a ensilagem da-daracUcar.

E consenso a redugdo de consumo e da digestitglidadnutrientes
guando a cana-de-aglcar é ensilada. Balieiro Netd. €2009) encontraram
menor consumo e digestibilidade aparente da matéda em carneiros, quando
comparou a cana ensilada com inoculante e canatiman Essa reducgdo do
consumo e digestibilidade da MS podem ser explEaéto aumento nos teores
de FDN e reducéo dos carboidratos néo fibrosos JCNF

O desempenho de animais alimentados com cana-agUeaturatem
mostrado resultados inferiores ao de silagem deomporém satisfatério para
recria de bovinos leiteiros (acima de 800 g) naonwidos experimentos
realizados, pois apesar da baixa digestibilidadER que inibe o consumo de
MS, a digestibilidade do CNF ¢é alta (ANDRADE, 19@ALLO, 2001), sendo

uma alternativa viavel para recria de novilha®ies.

2.2 Glicerina

A glicerina é o termo comercial para definir unul@p viscoso, incolor,
inodoro, higroscopico e com sabor adocicado, q@imante definido como
glicerol, ou propano-1,2,3-triol, de férmulasHz(OH); (IUPAC, 1993). A
glicerina purificada tem vérias aplicacdes, taimocemulsificante, amaciante,

plastificante, estabilizante e umectante em pa@setes e tabaco; em lo¢bes
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para a pele e em inUmeras preparacdes cosmétfaamacéuticas; como meio
de protecdo para congelamento de microrganismigaséanguineas, esperma,
corneas e outros tecidos; em tintas de impresspnag e resinas em tintas e
revestimento; como mistura anticongelante, e comaténa-prima para
nitroglicerina (TRIGO et al., 2008).

2.2.1 Producéo de glicerina bruta a partir de biodésel

Atualmente, boa parte da glicerina produzida mundiate é
subproduto da producéo de biodiesel. O biodiesa¢ per produzido de quatro
formas classicas a partir de triglicerideos: ustetdi de o6leos vegetais,
microemuls@es, craqueamento térmico (pirdlise) @nsesterificacdo (MA,
HANNA, 1999), sendo a Ultima técnica a mais utidiaa

A transesterificacdo ou alcodlise € uma reacdorséxd, na qual
triglicerideos provenientes de 6leos vegetais adugas animais reagem com
alcool, gerando como produto o éster (biodiesel)ghicerina rica em glicerol
(GERIS et al., 2007). A reacdo pode ser cataligadaacido, base ou enzima.
Como a reacdo é reversivel, o alcool é adicionad®xecesso para deslocar a
reacdo no sentido dos produtos. Os alcoois utdizgaddem ser metanol, etanol,
propanol ou butanol, sendo os dois primeiros 0s mizados. O metanol, em
relacdo aos demais 4lcoois € mais reativo, maieefe, apresenta menor tempo
de reacdo, menor consumo de eletricidade, utilieaas equipamentos para sua
fabricacdo e é mais barato que o etanol. Os égtetkcos sdo também mais
faceis de serem separados da glicerina (GERIS, &0417).

O catalisador para a reacdo de transesterificagde per um é&cido
(H.SO, e &cidos sulfénicos), uma base (NaOH, KOH, carlosnat alcéxidos)
ou uma enzima (lipases). A catélise mais usadaal&adina por apresentar a

maior eficiéncia de conversdo dos Oleos em metérés e por ocorrer de
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maneira mais rapida que as catalises acida ou éticar(FUKUDA; KONDO;
NODA, 2001). Na sequéncia, o biodiesel deverd sgarado do glicerol
utilizando-se uma centrifuga ou um tanque de separga que sao substancias
imisciveis. Este glicerol ainda estara contamingie sabfes, metanol e
catalisador. Em seguida, o glicerol passa por psme de purificacéo,
adicionando-se um acido para transformar o sabddados graxos livres e
para neutralizar o catalizador e, s6 entdo, éadsio excesso de alcool. Este
glicerol serd vendido no mercado como glicerinatehrwou sofrera outros
processos de purificagdo para atender especifisap@dés rigorosas, de maior
valor agregado e vendido como glicerina bidestil@@BLICIANO FILHO;
PEREIRA JUNIOR, 2007).

2.2.2 Qualidade da glicerina bruta

A pureza da glicerina, ou teor de glicerol, est&detnimento ao teor dos
contaminantes ou residuos de dleos e isso depeddesficiéncia de cada
industria de biodiesel. A avaliacdo de sete am®steaglicerina bruta variou de
75,2 a 86,9% de glicerol, 1,1 a 13,1% de gordu@®04 a 13,9% metanol
(THOMPSON; HE, 2006). A purificacdo pode resultar produtos com 99%
ou mais de glicerol para a industria de cosmétésrmacéuticos. O valor da
glicerina é ditado por seu contetdo de impurezsisiuais como catalisadores,
sais e metanol, que podem causar problemas noasie thgrediente para a
alimentacao animal. O nivel de sal na glicerindahrque sdo formados devido a
adicdo de catalizadores, varia muito. Ha relatd#teratura de 3,57 a 11,5 % de
sais (DEFRAIN et al., 2004).

O (dlicerol é considerado um ingrediente seguro paiaentacao
animal. Entretanto, o nivel de contaminantes daegha bruta oriunda da

industria de biodiesel deve ser considerado. Odeanetanol é particularmente
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importante e pode variar de quantidades irrisodag6,7% (SCHRODER;
SUDEKUM, 2014). O FDA Food and Drug Administratigndos Estados
Unidos sugere que glicerina com teor de metanahaciie 150 mg/kg é
considerada ndo segura para alimentacdo animal,gaverno da Alemanha
considera um teor de metanol de até 5000 mg/kglideriga como seguro
(SELLERS, 2008). No Brasil ainda ndo existe umaslagdo sobre os teores

desse contaminante.

2.3 Toxicidade do metanol

O metanol é um liquido volatil, translicido e condoo fraco,
ligeiramente mais adocicado que o etanol. E usadpraducdo industrial de
compostos organicos sintéticos e constituinte dgiande ndimero de solventes
comerciais (INTERNATIONAL UNION OF PURE AND APPLIED
CHEMISTRY - IUPAC, 2012).

O composto metanol é pouco téxico a animais. Adadke do metanol é
causada por seus metabolismos (WILLIAMS; HATCH, 2)9A oxida¢édo do
metanol a formaldeido ocorre principalmente nodigande se metaboliza 90%
do alcool metilico através da enzima alcool degieinase. O formaldeido é
entdo oxidado a &cido férmico, por acéo da enzormadldeido desidrogenase e
€ convertido a dioxido de carbono e agua por mai@Gdformil tetrahidrofolato
sintese (JACOBSEN; MCMARTIN, 1986). A enzima 10rfdrtetrahidrofolato
sintetase é dependente de folato. Sendo assimicédefa de folato pode
determinar o tempo de eliminacdo do formato dorosgeo.

A intoxicacdo por metanol em primatas € caractdazpor acidose
metabolica grave e toxidade ocular acentuada (ROE; MCMARTIN et al.,
1975; MARTIN-AMAT et al. 1977; MARTIN-AMAT et al. 1978; NIE et al.,

2007). Essa acidose metabdlica é resultante deersiity de metanol a acido
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férmico (alcool desidrogenase) e seu acumulo nguEER(MCMARTIN et al.,
1975; MARTIN-AMAT et al., 1977). Esses autores alilaeam queda no teor
de bicarbonato no sangue em resposta ao aumenteonode formato na
tentativa de tamponamento sanguineo.

A intoxicagdo por metanol na espécie humana causgrau variado de
disfungBes neurolégicas. Necrose bilateral do pektnfraramente com
hemorragia), lesdes focais hipotalamicas e cens®ml® desmielinizacdo
subcortical da substancia branca tém sido desanaokteratura (SEBE et al.,
2006). Os disturbios visuais ocorrem entre 18 ehdis apds a ingestao de
metanol. Tanto a intoxicacdo aguda quanto a crdmiosocam disfuncao da
retina e lesdo do nervo 6tico com sequelas clin@mas modelos animais
experimentais (SEBE et al., 2006). Ap6s adminisivage doses de 3g/kg de
peso vivo, uma sindrome foi produzida em macacoactsizando por um
periodo de laténcia de 8 a 12 horas, seguido pdose metabdlica, leséo
ocular, coma e morte (MCMARTIN et al, 1975; BAUMBA:t al., 1977).

Macacos mantidos em regime experimental com coragE@s
sanguineas de formato em torno de 10 mEg/L e wabeeoH do sangue arterial
variando de 7,1 a 7,3 tiveram edema do disco Optigerda da resposta pupilar
a luz (MARTIN-AMAT et al., 1977). Mcmartin et all977) e Makar e Tephly
(1977) mostram que a intoxicacdo por metanol ndéa associada com o
formaldeido, pois ndo houve aumento de formaldeddofluidos corporais, com
isso espera-se que o formato ndo seja convertidoreldeidoin vivo uma vez
gue foi rapidamente metabolizado a & ratos (PALESE; TEPHLY, 1975) e
macacos (MCMARTIN et al., 1977).

O formato produz toxicidade além da acidose. Quafodmato foi
infundido em pH fisiol6gico em macacos, houve mgdano reflexo pupilar,
edema e lesBes do disco 6Gtico caracterizado pdragac intra-axonal e
perturbacdo mitocondrial (MARTIN-AMAT et al., 1978D mecanismo da
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toxidade do metanol esté relacionado com a inibdzdosforilacdo oxidativa
baseada na inibicdo da atividade da citocromo egida (MARTIN-AMAT et
al.,, 1977; NICHOLLS, 1975). O acido férmico liga pasicéo livre do ferro
heme da citocromo oxidase C inibindo sua ligacdo Gp e, consequentemente,
transporte final de elétrons para a formacdo de §yUCHOLLS, 1975). As
concentragdes inibitérias de &cido férmico a citiowr oxidase nesses estudos
variaram de 5-30 mM de formato no sangue (NICHOL1%,5). A inibi¢cdo da
enzima citocromo oxidase C inibe o processo deireggi mitocondrial,
induzindo hipéxia da célula, mesmo com,RB@nguinea normal. Isso é o maior
causador da acidose metabdlica, pois causara mife@niénica elevada devido
ao metabolismo celular direcionado a lactato (CHBANL992). A hipoxia
ocorrera, pois, mesmo tendg & citocromo oxidase ndo consegue usa-lo como
receptor final de elétrons. Nao havendo o transdoral de elétrons acumulara
fons H. Em consequéncia disso, para a célula mantgorte de energia, 0
metabolismo ser& direcionado no sentido de lactatacumulo de H+ e lactato
aumentara a diferenca cation anidnica (JONES, 2010)

Os teores no sangue de formaldeido, formato, psksgya bicarbonato
sanguineo em macacos recebendo metanol com deficién ndo de folato foi
avaliado por McMartin et al. (1978). Nao foi detsiti acimulo de formaldeido
em animais com ou sem deficiéncia de folato, exdatio a rapidez no seu
metabolismo a formato pelo figado, com meia vidaximada de 1,5 min. Os
teores de formato no sangue foram duas vezes mmaiogeanimais deficientes
em folato que nos nado deficientes. O teor de bicato arterial 12 horas apés a
administracdo de metanol foram de 8,8 e 8,4 mEqQuddra macacos com
deficiéncia e macacos sem deficiéncia de folatspeetivamente. O teor de
formato na urina foi dez vezes mais alto que o teprsangue. Black et al.
(1985) avaliou os teores de varios derivados datdok de enzimas folato

dependentes no figado de macaco e de ratos. Qlaedifolato no figado de
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macacos foi 60% do teor nos ratos. A taxa maximexittacdo de formato em
macacos foi 50% da taxa de ratos (MCMARTIN et 2978). A diferenca na
suscetibilidade a intoxicacao por metanol entréesp pode ser pelo menos em
parte explicado pela diferenca no teor déathto no figado.

A dose letal minima (Ddg) do metanol varia de 7000 a 13000 mg/kg de
peso vivo no rato, coelho e cdo e entre 2000 a #06(kg em primatas
(EVIROMENTAL HEALTH CRITERIA 196 - EHC 196, 2010)0s primatas
sdo considerados 0s animais mais sensiveis adag#a ao metanol e, portanto,
muito utilizados como modelo para estudar a toxaleste composto (CLAY;
MURPHY; EATKINS, 1975). O potencial de intoxicac@m metanol entre
espécies se da em funcdo da sua capacidade deolzetab formato. Como o
formato é o metabdlito toxico, responsavel pelad@s® metabdlica e
degeneragd@o neuronal, a metabolizagdo do formaéntea a toxicidade ao
alcool. Primatas acumulam grandes quantidadesrdeafo apos a ingestédo de
metanol, enquanto que isto ndo ocorre em roedarés(BLACK et al., 1985).
A oxidacdo do metanol, envolvendo a enzima éalcedlidiogenase, pode ser
inibida por concentracdo equimolar de etanol, deddmaior especificidade
desta enzima ao etanol (ZATMAN, 1946). Por istadaninistracdo de etanol é
uma forma de tratamento de humanos com intoxicagéda por metanol.

N&o existem relatos descrevendo a intoxicagdo aapmcidade de
metabolizacdo do metanol a acido férmico ou a &® ruminantes. No entanto,
a producdo de metanol no rimen a partir de pejifa descrita ha mais de 50
anos (SMART et al.,, 1964). A formacdo de metanolréimen, a partir da
pectina, é resultante da rapida hidrolise de ésteretilicos, envolvendo duas
enzimas presentes em microrganismos do rimen (SMAR@l., 1964). A
pectina esterase catalisa a hidrolise dos gruptisésater da pectina a metanol e
acido galacturénico e a enzima galacturonase fgdral ligagéo glicosidica-

1,4 das substancias pécticas.
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Vantcheva, Pradhan e Hemken (1970) demonstraranmpdugio de
metanol por bactérias ruminaisvivo ein vitro a partir da pectina. A producdo
de metanol apés a incubac#ovitro, em varios tempos, de metoxil pectina
apresentou um pico de producédo de metanol apéshoesade incubagdo. Em
experimento com animais canulados, vacas consumiedo de alfafa
produziram mais metanol no rimen que vacas conslamieno de alfafa e
gréos (28,1 e 22,6pug/mP < 0,02. Esses autores ndo descreveram a
composi¢do da dieta de gréos, no entanto justiitay aumento do metanol ao
maior teor de pectina na dieta baseada em apemadédealfafa.

Alguns autores tém sugerido a formacdo de metgrarta de metanol
no rimen (PATTERSON; HESPELL, 1979; GENTHNER; DAYEBRYANT,
1981; POL; DEMEYER, 1988). A bactériethanosarcina spppresente no
ramen, pode utilizar metanol como um substrato nug@nico, (POL;
DEMEYER, 1988). Entretanto, Genthner Davis e Bryd®81) demonstraram
que Eubacterium limosuiso lado do riumen de ovelha converteu metanol

principalmente em acetato e butirato.

2.4 Glicerina na alimentacéo de bovinos leiteiros

Para cada 100 litros de biodiesel sdo produzidoktrd8 de glicerina
bruta (WEN, 2012). O aumento na producé@o de gliegrimpulsionado pelo
aumento da demanda por biodiesel, pode excedemandia da indlstria de
alimentos e produtos de higiene pessoal, podendmrear um concentrado
energético viavel para animais.

O uso do glicerol no tratamento de cetose em Jaitairas no periodo
de transicdo tem sido estudado h& mais de 60 a@<dNSON, 1954). No
entanto, 0 seu uso na alimentacdo animal como diemi da dieta € mais

recente. Concentracdes dietéticas de glicerina lemtre cinco e 10% tém sido
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avaliadas para suinos e aves, sem prejuizo ao pgesbm animal (SIMON;
BERGENER; SCHWABE, 1996; KIJORA et al., 1995; CERR2et al., 2006).
Lammers, Buckmaster e Heinrichs (1996) estimarang&imhas poedeiras que
0 conteddo de energia metabolizavel da gliceringtabrcontendo 90% de
glicerol, 9% de umidade e 0,028% de metanol foi Bfderior ao do milho em
grédo moido e metade do conteldo no 6leo de soja.

Donkin et al. (2009) avaliaram a substituicdo dhonpor uma mistura
de glicerol purissimo (99,5% USP/FCC, Kosher gragldarelo de gluten de
milho (6,25:1) na dieta de vacas leiteiras. Seasesstcas receberam o0s
tratamentos ap6s um periodo de padronizacdo desduzanas. Os tratamentos
foram: 0,5; 10 ou 15% de glicerol na matéria saetética. A producédo diaria
de leite foi ao redor de 37 kg e nao foi afetadatdamento, variando de 36,4
kg no tratamento com 15% de glicerol a 37,3 kgrataimento com 10%. Na
Ultima semana do periodo experimental os autoregreram uma queda
modesta no consumo de MS no tratamento com 15%iateay (P<0,05 para a
interacdo entre tratamento e semana experimeNi@d).foi detectado efeito de
tratamento sobre o teor de sélidos do leite. Estmtos sugerem que a
substituicdo de milho por glicerol puro, em inclesdietéticas até 15% da
matéria seca, foi adequada.

Carvalho et al. (2011) estudaram o efeito de swixsiio de 10% de
milho por glicerina pura em vacas leiteiras do-8&ao dia 56 relativo ao parto.
Foi observado que ndo houve diferenca no consundSiantes e apds o parto
(18,2vs. 18,6 + 0,43, nos tratamentos sem e com gliceeshactivamente) e
nem na producdo de leite (35¢8. 37,0 £ 1,45) e de seus constituintes. O
tratamento com glicerina diminuiu a concentracdo &b@los graxos nao
esterificados no plasma (AGNE) e aumentou o ted-@Qél-butirato no sangue
antes e apés o parto. O aumento na concentracfieOdiebutirato no sangue

tem sido observado em vacas de transi¢cdo alimentaaa glicerol em relagdo
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ao controle (DEFRAIN et al., 2004; CHUNG et al.,020 OSBORNE et al.,
2009). Nao houve diferenca no pH ruminal mas haue@r propor¢cdo molar
de propionato, butirato e valerato e menor proppdgiacetato. A relacédo entre
acetato e propionato foi menor quando glicerinaatbcionada a dieta (2,76.
1,88 +0,14).

Zacaroni (2010) avaliou a resposta de vacas lagtéirsubstituicdo total
de milho grdo moido fino por glicerina bruta dedsel (76% de glicerol e
0,88% de metanol). A inclusédo dietética de glieetinuta foi 12,5% da matéria
seca. Nao houve efeito de tratamento sobre o candenMS, no entanto houve
gueda na producdo de leite de 23,4 para 21,3 ka/dlieta com glicerina
(P=0,02), resultando em maior eficiéncia alimentagitg/Consumo) na dieta
com milho. A substituicdo de milho por glicerol néeduziu o pH ruminal
(P=0,38) e tendeu a aumentar a digestibilidade danbl®&ato digestivo total
(P=0,10). O tempo diario de ingestao foi menor naadieim glicerinaP=0,04)

e a taxa de ingestao foi mai®=0,06). A substituicdo total de amido oriundo de
milho maduro finamente moido por glicerina brutao maostrou ser uma
estratégia promissora para vacas leiteiras. A sadude 12,3% de glicerina
bruta a dieta total pode ter sido alta demais,lt@e®lp em resposta distinta a
observada por Donkin et al. (2009). Possiveis afaieletérios do metanol da
glicerina bruta podem ter induzido a resposta memad este tratamento,
sugerindo que estudos podem ser necessarios pana depossibilidade de
inclusdo maxima deste alimento em dietas para iaumtés.

Shin, Wang e Kim (2012) avaliaram a substituicAdrdgedientes da
dieta por teores de 0,5 ou 10% de glicerina brotgendo 80,3% e 0,4% de
metanol. O alimento foi avaliado em dietas formatadom 35,6% de silagem
de milho e 11,3% feno de alfafa ou 25,1% de cadecalgodao e 10,3% feno de
capim bermuda (Fatorial 3x2). Houve efeito quadcato teor de glicerina na

dieta sobre o consumo de MS. Maior consumo ocaneeulieta com 5% de
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glicerina, independentemente da forragem utiliz&tio houve efeito do nivel
de inclusdo de glicerina sobre a producdo de tate vacas (Média de 36,1
kg/d). Houve efeito quadratico da inclusdo de gii@esobre o teor de gordura
no leite quando foi incluida a dieta. O maior tdergordura no leite ocorreu
com 5% de glicerina bruta na dieta, ocorrendo qeedal10% de incluséo (3,13
ou 3,26 ou 3,03% de gordura no leite, respectivéapeA secrecdo diaria de

gordura teve 0 mesmo comportamento.

2.5 Glicerina na alimentacdo de bovinos de corte

O uso de glicerina em dietas de bovinos de cortdir@dos, como
alternativa de substituicdo de fontes de energifpijtestado por varios autores.
Parsons, Shelor e Drouillard (2009), na tentatiwa ehcontrar um nivel
adequado de inclusdo de glicerina, avaliaram doef#@ niveis crescentes de
glicerina na dieta de terminacdo de 373 novilhastiges (421,6 + 28,9 kg de
peso inicial). Os tratamentos foram constituido0de, 4, 8, 12 ou 16% de
glicerina (bruta com base na MS) em substituic&oigieao milho floculado por
84 dias de confinamento. Houve resposta quadratitganhos de peso (1,19;
1,34; 1,25; 1,17 e 1,03 kg/d, respectivamehtd),05) com ganho médio diario
(GMD) aumentando 12,6; 8,4 e 5,0% para bovinosaaitados com 2, 4 e 8%
de glicerina na dieta, respectivamente, mas adfolde 12 e 16% de glicerina
reduziu o GMD em 1,7 e 13,4%, respectivamente. OSGNminuiu com a
incluséo de glicerina na dietB<0,05, efeito linear) com efeito quadratico sobre
eficiéncia alimentar, melhorando 10,8%, 10,0%, 7,2%3,1%, quando a
glicerina foi incluida em 2, 4, 8 e 12% na die&spectivamente, mas a adi¢édo
de 16% de glicerina reduziu a eficiéncia em 2,8¥hpmarado ao controld?(=
0,05). Sendo assim, esses autores concluiram gjvelanaximo de glicerina na

dieta para proporcionar melhor desempenho sei@¥dra MS.
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Ramos e Kerley (2012) avaliaram o CMS, desempenkdicéEncia
alimentar de novilhos da raca Holandesa, alimestadm niveis crescentes de
glicerina em substituicdo ao milho da dieta, era &@perimentos. No primeiro
experimento, 72 novilhos (312 + 12.7 kg) foram riistidos em quatro
tratamentos com 0, 5, 10 e 20% de glicerina emtiguiggo ao milho gréo por
150 dias. No segundo experimento, 100 novilhos (35®,3kg) foram
distribuidos em cinco tratamentos 0, 5, 10, 12¥6% de glicerina bruta em
substituicdo ao milho. No terceiro experimentop®8inos (347 + 7,0 kg) foram
distribuidos em cinco tratamentos com 0, 5, 10@% 2e glicerina na dieta em
substituicdo ao feno por 170 dias. Houve quedali(®,82; 8,76; 8,37 e 7,63
kg/d, P=0,03) no CMS com aumento da glicerina na diet@spasta quadratica
no GMD (1,34; 1,39; 1,43 e 1,20 kg/d, P=0,04) éficia alimentar (0,15; 0,16;
0,17 e 0,16 kg de GMD/kg de CM=:0,04) quando milho foi substituido por
glicerina bruta no primeiro experimento. Nao hodiferenca no CMS, GMD e
eficiéncia alimentar no segundo e terceiro expartoge quando glicerina foi
substituto de milho ou feno, respectivamente.

Mach, Bach e Devant (2009) ndo observaram diferang@MS, GMD
e pesos-vivo final de quarenta e oito bovinos d@a tdolandesa, submetidos a
dietas de confinamento com niveis crescentes derigla bruta (0, 4, 8 ou 12%
com base na MS) em substituicdo a graos de cevamdacozo et al. (2013)
avaliaram a incluséo de trés niveis de inclusdgliderina (0,5 e 12% com base
na MS) na dieta de quarenta e quatro bovinos dgaNatore (380 * 7,6 kg) por
84 dias de confinamento. A glicerina continha 81,@&bglicerina, 0,33% de
metanol e 12,3% de agua, 0,10% PB e 0,30% gorduta.Peso corporal final
e ganho médio diario foram similares entre os aisimae consumiram 5%
(517,9kg e 1,43 kg/d) ou 12% (515,4 kg e 1,40 kdklplicerina e maiores em
animais que ndo consumiram glicerina (509,6kg 8kp/8l) P=0,08). Apesar

de numericamente, o nivel de 5% ter proporcionadiomconsumo, esses
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autores ndo encontraram diferenca no CMS (11,2, 21,1 kg/d, P=0,22). O
peso de carcaca quente tendeu a aumeR&0,10) com 5% de inclusdo de
glicerina na dieta (285 + 6,73kg), no entanto dimirncom inclusédo de 12% de
glicerina na dieta (282,1 + 6,73kg).

Barton et al. (2013) avaliaram o efeito da alimefitade 48 bovinos
com dietas contendo niveis crescentes de glicdsinga em substituicdo a
cevada. Os tratamentos constituiram-se de uma d@t&ole com 0% de
glicerina e dietas com 4,7% e 9,3% de glicerina,ym periodo experimental
inteiro de 266 dias e outro tratamento com 0% wegha por 118 dias, seguido
de 9,3% de glicerina dieta por 148 dias para avaliafeito do tempo de
inclusdo de glicerina. Esses autores ndo observdif@menca no GMD (1,33;
1,36; 1,38 e 1,43 kg/d, respectivameifte0,60), CMS (7,59; 7,71; 7,75 e 8,02
kd/d, respectivament®=0,43) e nem na conversao alimentar (5,65; 5,58 &,
5,53 kg MS/ Kg GMD, respectivamente, P= 0,96). \@eef et al. (2014)
observaram tendéncia de reducdo no CHSLQ) de bovinos da raca Nelore
guando foram alimentados com mais de 7,5% de glegbase na MS). O
GMD (1,54; 1,69; 1,75; 1,70 e 1,44 kg/dia, respectiente, P= 0,12
Quadratico) teve efeito quadratico com a incluséi®;d7,5; 15; 22,5 ou 30% de
glicerina em substituicdo ao milho.

Farias et al. (2012) avaliaram inclusdo de quafieis de glicerina
bruta (0; 2,8; 6,1 e 9,0% da MS) em substituicam#dloo sobre desempenho de
novilhas mesticas em pastagemBtachiaria brizantacultivar Marandu. Esses
autores observaram reducdao linear no peso finanbade peso médio diario
dos animais, porém nao encontraram efeito na digetde da MS no trato
total nem no consumo de MS estimado por marcadodados de desempenho
de bovinos sdo contraditorios. No entanto, tem d#@do que pequenas

guantidades de inclusdo de glicerina na dieta simb® podem ser benéficas ao
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seu desempenho, mas concentracdes superiores ad¥ gliminuir CMS e

consequentemente o GMD.

2.5.1 Metabolismo da glicerina no rimen

O destino provavel do glicerol no rimen é a passagem a digesta
(13%), fermentacdo (44%) e absorcdo direta peladea(43%) (KREHBIEL,
2008). Os primeiros relatos sobre o metabolismgliderol no rimen sugeriam
uma conversdo rapida a propionato (JOHNS, 1953; TTAMR LOUGH;
VIOQUE, 1961). Wright (1969) relataram um aumento écidos acético e
propibnico, e Czerkawski e Breckenridge (1972), ewtms de propibnico e
butirico quando o glicerol foi fermentado por baet® ruminais. Estudom
vitro sugeriram que espécies deelenomonas ssgeriam 0s maiores
fermentadores do glicerol no rdmen, tendo como cjpais produtos
fermentativos propionato, lactato, succinato e aoe{fHOBSON; MANN,
1961). Estudo vitro com glicerol marcado tém demonstrado maior proaluca
de propionato a partir de glicerol (BERGNER et 4095). Entretanto, outros
produtos da fermentacdo do glicerol tém sido diescria literatura. A maioria
dos trabalho vitro ein vivosugere que ocorre pequeno aumento na proporgao
de propionato e aumento maior na de butirato, quatiderol é fermentado no
ramen (REMOND; SOUDAY; JOUANY, 1993; KREHBIEL, 20p8 aumento
na concentracdo ruminal de butirato tem sido acahgmdo por aumento no teor
de p-OH-butirato no plasma (DEFRAIN et al., 2004). Asg4se que o glicerol
€ metabolizado no rimen pelas bactéhegasphaera elsdeniStreptococcus
bovis e Selenomonas ruminantiu(@TEWART et al. 1997). Aumento de acido
latico tem sido observado em incubagiesitro de glicerina (TRABUE et al.,
2007). A bactériagSelenomonas ruminantiumeapaz de metabolizar glicerina,

atua na conversao de succinato a propionato nonw{WweLIN et al., 1997) e
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Megasphaera elsdenitambém produz propionato como produto final da
fermentacdo, podendo ser a explicagdo do aumenso pmaporcdes de
propionato em alguns experimentos.

Linke et al. (2004) observaram que a administraigiglicerol na forma
de drench ou misturado a dieta aumentou a propatgdmitirato no rimen e a
concentracdo d@-OH-butirato no sangue de vacas. Nao existe conseas
literatura quanto ao tipo e direcdo da respostpenfil de 4cidos graxos volateis
no rimen ao uso de glicerina na dieta.

O desaparecimento da glicerina do rimen ocorreatém horas apds o
pulso ruminal de 240 g ou 480 g de glicerina emasada raca Holandesa
(REMOND; SOUDAY; JOUANY, 1993) ou 200 g de glicasirem garrotes
(KIJORA et al., 1995). A capacidade ruminal em degr glicerolin vitro
aumenta com o0 aumento da quantidade de glicerolingstrado e foi
ligeiramente superior quando o fluido ruminal vei® vacas que continham
amido na dieta, proporcionado por vacas alimentadas silagem de milho
comparado com feno de graminea (REMOND; SOUDAY; AQlY, 1993).
Além disso, a adaptacdo microbiana do rimen paranggliata, pois Rémond,
Souday e Jouany (1993) encontraram taxa maximaedgedacédo da glicerina
no primeiro dia de inclusdo. Ja, Lee et al. (2@kdgervaram uma taxa fracional
de producdo de gas mais lenta e lag time maior quando a glicerina foi
fermentaddn vitro comparado ao milho grdo (P<0,01), no entanto dyp@o
méaxima de gas foi semelhante ao milho. Esses autdrgervaram que quando
adicionou em torno de 16% de glicerol em fermenmeslouminais contendo
feno de alfafa ou milho gréo, reduziu o pH do fturdminal, a producéo de gas
e a concentracao de amorira(,01).

Schroder e Sudekum (2014) observaram que a inchlsagicerina em
dietas com alto amido aumentaram a energia ligdigldactacdo de vacas

guando comparado com dietas de amido baixo. Asstilifjedlades da matéria
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organica do FDN e do amido foram semelhantes (7831 e 98,3%,
respectivamente) quando animais consumiram 1,1d@fglicerol e 1,4 kg/d de
amido nas dietas que continham glicerol ou 2,1&kgrdido/d nas dietas que nédo
continham. Apesar de alto concentrado na dieta; @ds-prandial foi sempre
superior a 6,2, no entanto a diminuicdo foi maignpnciada em dietas que
continham glicerol, sugerindo maior velocidade égrddacao do glicerol em
relacdo ao amido. Houve reducdo na relacdo acgtapionato P<0,05)
qguando glicerina foi fornecida aos animais. As emtia¢bes de butirato no
liguido ruminal aumentaram significativamente para tratamentos com
glicerina, atingindo um pico com 3 horas apoés atiragdo P<0,05). Esses
autores observaram uma ligeira diminuicdo da cdregio de matéria seca
bacteriana no rimen para os animais que consundigtias com glicerol, mas
por causa da grande variagdo na dieta as diferesigservadas ndo foram
estatisticamente significativas.

A sintese de proteina microbiana ndo tem sidoddetam a adicdo de
glicerina na dieta de ruminantes (SHIN; WAG; KIM)12; DONKIN et al.,
2009; ZACARONI, 2010). No entanto, seu uso tem naokt manipular o
ambiente ruminal através da eficiéncia na utlivagde nitrogénio por
microrganismos ruminais e consequentemente mena@re@mento de
nitrogénio no sangue ou no leite. Donkin et al.0@0observaram reducéo de
20% no teor de N-uréico no leite com o uso de ghicél2,5 mg/dL no
tratamento controle e 10,6 nos tratamentos corergli®<0,05) e Shin, Wang e
Kim (2012) reducao de 14% do teor de N-uréico @mspla. Apesar disso, esses
mesmos autores observaram diminuicdo na disgediithd de FDN (efeito
linear) com o aumento do teor de glicerina dietétle 0 a 10% da MS e
DONKIN et al. (2009), tendéncia de reducao na dilgéislade do FDN no trato
digestivo total em vacas lactantes com dietas odot®&, 10 ou 15% comparada

a 0% de glicerina. Esse decréscimo nem sempre gparthado com o
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decréscimo do pH ruminal. Isso pode ser explicagda pinibicdo de
microrganismos que digerem fibra, pois o crescimedé Ruminococcus
flavefaciensfoi inibido in vitro quando a glicerina constituia mais de 1% do
meio de cultura (ROGER; FONTY; ANDRE, 1992).

Abo EI-Nor et al. (2010) testaram o efeito da isél de quatro niveis
de glicerina (0; 3,6; 7,2 e 10,8%) em substituigdanilho sobre a fermentagéo
in vitro de bactérias que degradam fibrdutfyrivibrio fibrisolvens,
Ruminococcus alblis amido e aguUcares S¢lenomonas ruminantium,
Succinivibrio dextrinosolvefise proteina Clostridium proteoclasticuin no
rimen. A concentracdo de DNA d& fibrisolvensfoi reduzida com dietas
contendo 7,2 e 10,8% de glicerina, indicando queiwsis elevados de glicerol
afetam o seu crescimento. A reducdo na concentrdgddNA paraB.
fibrisolvens com 7,2 e 10,8% de glicerina nas dietas correspormbm a
reducdo de digestibilidade no FDN. As concentracfieeDNA deR. albusnao
foram afetadas pela substituicdo de glicerol, muio queR. albusé menos
sensivel do que B. fibrisolvenspara o efeito inibidor de glicerol nos niveis
testados. A concentracdo de DNA S. ruminantiunfoi menor com 7,2 e 10,8%
de glicerina nas dietas relativamente as dietas@er,6%. A sensibilidade dos
microrganismos do rimen ao glicerol dependem del e inclusdo. Paggi,
Fay e Faverin (2004) observaram que a atividaddai®érias celuloliticas,
extraidas do rimen, foi reduzida com concentradéeglicerol aumentadas de
50 a 300mMn vitro.

2.5.2 Gliconeogénese e metabolismo hepatico degflina
O glicerol pode ser convertido em glicose no figaddrando na via

gliconeogénica ao nivel de diidroxiacetona e 3-diglferaldeideo, mas isso s6

acontece quando o glicerol chega ao figado com®Qtsndo ele é fermentado
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no rimen se transforma em propionato que € absorgidnetabolizado a
glicose. Quando o glicerol é absorvido atravéspigko ruminal, o seu destino
provavel seria a conversao a glicose no figad@rRoapds absorvido, o glicerol
pode ser metabolizado a glicose ou a piruvato (NEILSCOX, 2005).

O metabolismo do glicerol a glicose acontece dalistg forma: o
glicerol através da enzima glicerol quinase é nuditzddo a glicerol-3-fosfato
com gasto de um ATP, em seguida esse produto nliemtdddesidrogenado
pela enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase fodnamdiidroxiacetona fosfato
gue é em seguida metabolizado a gliceraldeidotfopfla enzima triose fosfato
isomerase (NELSON; COX, 2005). O gliceraldeido pa#e ligar a uma
diidroxiaetona, produto do metabolismo de outroaylhl e formar frutose 1,6-
bifosfato ou simplesmente caminhar no sentido dendgdo do piruvato
(NELSON; COX, 2005).

Para sintetizar uma molécula de glicose a partgliderol precisa-se de
duas moléculas de glicerol e dois ATP. Isso formana molécula de glicose e
dois NADH. A oxidacao dessa glicose formara 36 ANB.entanto, sdo gastos
dois ATP para transformar glicerol em glicerol 3f&io (um ATP de cada
molécula de glicerol), mas sdo produzidos dois NA@Qi¢ produzirdo quatro
ATP na cadeia transportadora de elétrons. Sendo assaldo de ATP seria de
38, ou seja, 19 ATP por molécula de glicerol. Caggicerol seja metabolizado
a piruvato, ele entrara na via glicolitica no nidel diidroxiacetona fosfato e
cada glicerol produzira os mesmos 19 ATP (NELSONDXC 2005). A
eficiéncia energética € a mesma se o glicerol forglacose ou se for
metabolizado diretamente. O cérebro sozinho recgrea de 120 g de glicose a
cada dia, mais do que a metade de toda a glicos&zanada como glicogénio
no musculo e no figado (NELSON; COX, 2005). Senskina o figado precisa
sintetizar glicose através de precursores nado ichabos para atender a

demanda do cérebro.
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O efeito da glicerina na concentracdo de glicosesaogue tem sido
inconsistente. Alguns autores nao encontrarametifer nos teores de glicose
plasmatica, quando ingredientes da dieta, principate milho, foram
substituidos por glicerina (SHIN; WANG; KIM, 201@SBORNE et al., 2009),
outros observaram aumento nos niveis de glicoseN(® et al., 2009). No
entanto h4 trabalhos que encontraram reducédo wess e glicose plasmética
(CARVALHO et al.,, 2011; ZACARONI, 2010) quando vacam lactacédo
consumiram glicerina em niveis de 5 a 11% na MSis&eem niveis de
contaminantes do glicerol como principal causadorreducdo de glicose no
sangue parece nao ser a alternativa mais plausZataroni (2010) avaliou
glicerina bruta com 76,2% de glicerol e 0,88% dd¢ama e Carvalho et al.
(2011) avaliaram glicerina purissima com mais d& @& glicerol, sendo que
ambos os trabalhos apresentaram reduc¢édo no tegicdse sanguinea em vacas
em lactacdo que receberam niveis crescentes deimgicem substituicdo ao
milho.

A concentracdo de glicose no sangue se da em fulecéaxa de absorcao
de glicose, producdo e uso da glicose, sendoldiéterminar o mecanismo de
acdo do glicerol sem mensuracdes fisiolégicas @ukis. A auséncia de
diferenca na producdo de leite, mudan¢ca no pesn e/iescore corporal, ndo
suportam diferencas na utilizacédo de glicose rmath® realizado por Carvalho
et al. (2011), quando ingredientes energéticosiel@ doram substituidos por
niveis crescentes de glicerina.

O B-OH-butirato parece ser um inibidor de gliconeogéneA infusédo
intravenosa d@-OH-butirato diminuiu a concentracdo plasmaticalittose em
cdes (MADISON et al., 1964), suinos (MULLER; PASQMESEITZ, 1984) e
ovelhas (SCHLUMBOHM; HARMEYER, 2003, 2004). Aielo Armentano
(1987) observaram inibicdo da gliconeogénese airpdd propionato na

presenca de butiraia vitro. Zarrin et al. (2013) avaliaram o efeito feDH-
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butirato sobre a concentragcdo plasmatica de glidnsalina, acido graxo néo
esterificado, ureia, glucagon, IGF-1, trigliceridee cortisol. A infusdo de
BHBA diminuiu a concentracdo de glicose e glucagamguineo. As razfes da
diminuicdo de concentracdo de glicose no plasmeidoleao aumento na
concentracdo dg-OH-butirato, ainda é obscuro. Zarrin et al. (201#o
encontraram efeito d@-OH-butirato na quantidade hepatica de RNAm das
enzimas glicose-6-fosfatase, piruvato carboxilasdosfoenolpiruvato
carboxiquinase, lactato desidrogenase, fosfofribage e glicogénio sintetase.
O glucagon aumenta a concentracdo de glicose smalatravés da estimulacéo
da gliconeogénese e glicogendlise (ARONOFF et 2004; TABORSKY
JUNIOR, 2010).

Alguns trabalhos tém demonstrado que animais seeatando com
glicerina aumentaram a proporcao molar de butimataimen (DEFRAIN et al.,
2004; KREHBIEL, 2008). Cerca de 90% de butiratooafido no rimen é
metabolizado no epitélio do 6rgdopaOH-butirato (SHESTED et al., 1999)
elevando os niveis dgOH-butirato sanguineo (DEFRAIN et al., 2004, LINKE
et al., 2004) podendo estar relacionado com a digéo de glicose sanguinea
observado em alguns trabalhos que utilizaram gtiaena dieta (CARVALHO
et al., 2011)

A forma como o glicerol é administrado pode tamlidterferir na taxa de
absorcdo e consequentemente determinar a glicomesgéde glicerol em
animais ruminantes. A forma de drench aponta sés efativo na estimulagéo
de glicose no sangue que na forma de dieta comf{fi&dF; HORST, 2001;
LINKE et al, 2004). O aparecimento portal de glitegepresenta apenas 10% e
a remocédo pelo figado apenas 8% da dose intraralingtal. A concentracao
arterial de glicerol aumenta, mas nem sempre aetdragdo de glicose é

afetada. Estudos de expressado génica de enzinggisalzeogénese precisam ser
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avaliados para se conhecer onde ocorre a inibig@icbneogénese em animais

alimentados com glicerina.

2.6 Equilibrio Acidobasico Venoso

O sangue de um animal é um ambiente ligeirameotdirad com pH
gue varia de 7,35 a 7,45 com média 7,4 (CUNNINGHABN4). Animais com
pH abaixo ou acima disto estdo em quadro de acidmsealcalose,
respectivamente. A faixa de pH sanguineo compativel a vida vai de 6,85 a
7,8, mas raramente esses extremos sao obtidos (NGHWAM, 2004). Para o
6timo funcionamento das células e enzimas que it@erst 0 corpo, precisa-se
de uma constancia relativa do pH corpéreo. Asgigs, sistemas sdo envolvidos
para manter a homeostase acidobasica; tampdeseimx&racelulares, sistema
respiratério e rins (DAVENPORT, 1974).

Os tampfes sdo combinacdes de sais e acidos fgamosmpedem
alteracdes significativas do pH, pois se ligam ddhrimpedindo seu acimulo
nos liquidos corpéreos e alteracdes drasticas ngQiHINNINGHAM, 2004).
Os principais tampdes sanguineos sdo hemoglobisgms HPQYHPO,
sistema HC@/H,CO; (DAVENPORT, 1974). A hemoglobina é um importante
tampé&o devido a sua abundancia e aos residuogiftiates da globina histidina
ter pka proximo ao pH sanguineo. Esse pka se atenao grau de oxigenacao
da globulina. A desoxihemoglobina tem pka 7,93, sn@iéximo ao pH do
sangue e a oxihemoglobina tem pka 6,68. Sendm asdesoxiemoglobina tem
maior capacidade de tamponante (DAVENPORT, 1974)sislema HPQ
’/HPO; é um tamp&o sanguineo ideal, pois possui pka Mg8entanto, a
concentragao baixa de fosfato no sangue torna@sEio menos importante do
ponto de vista quantitativo. Ele € mais importambs tubulos renais, pois a
concentragcdo de fosfato é maior (GUYTON; HALL, 2D0R o sistema HGO
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/H,CO; apesar de ter um pka de 6,1, ele € muito importzogo tamponante,
por dois motivos basicos: h4d grande quantidade @&sH(24 mEg/L em
condicBes normais) no sangue, tornando-o rapidamdisponivel para o
tamponamento, e o0s rins podem regular a conceotrag@ HCO;
(CUNNINGHAM, 2004).

A concentracdo de J0; em solugdo é diretamente proporcional a
tensdo de di6xido de carbono (PEOUma molécula de ¥O; estd em
equilibrio com 340 moléculas de €@GUYTON; HALL, 2006). Portanto, a
concentragéo deJ80; é calculada como 0,03 x PG@&m condi¢des normais o
pH do sangue é em média 7,4, a concentracdo de; HC@e 24 mEg/L e a
pCQO; = 40 mmg. Sendo assim a equacéo de Henderson elbkdsh para esses
valores seria 7,4=6,1 + log[24]/[0,03*40], ou s&jaangue normalmente requer
uma razao [HC@J/[0.03PCQ] de 20:1 (CUNNINGHAM, 2004). Um aumento
ou diminuicAo nesta propor¢do aumenta ou diminuipld sanguineo,
respectivamente (DAVENPORT, 1974).

A primeira defesa contra alteracdo no pH sanguénfeita por tampdes
sanguineos. No entanto, os pulmdes e o0s rins @exem por fim corrigir a
carga de ion hidrogénio (JONES, 2010). Os pulm@eem alterar a presséo
sanguinea de G os rins a concentracdo de HC@lteracdes na ventilacdo
podem modificar rapidamente a P{O&) portanto alterar o pH. Quando o sangue
flui através dos tecidos, o diéxido de carbono rdiftse até o plasma e
eritrocitos, onde forma o acido carbdnico. Estéissocia em ions hidrogénio e
fons bicarbonato (# + CQ < H,CO; «»H" + HCQy). Como a concentracéo
inicial de HCQ no sangue é maior que a deCli;, o aumento relativo de
H.CO; é maior que o aumento de HE@, portanto a propor¢do [HGO
J/[HCO;5] esta reduzida, consequentemente o pH dimindgiirfinui¢cdo do pH
gue acompanha a acidose metabdlica estimula aagiti Esse aumento na

ventilacdo alveolar tem efeito compensatério ndasa metabdlica por eliminar
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CGO;, e diminuicdo na PCQgue restaura a proporcdo [HEM,03*PCQ] e o
pH a niveis normais (JONES, 2010).

As compensacfes respiratérias para as anormalidaddsbasicas
ocorrem rapidamente, ja as compensacdes renaigeptao decorrer de varias
horas. Os quimiorreceptores respondem quase iraetbate as alteracdes no
pH sanguineo, e como as alteracdes na ventilacdlificaon rapidamente a
PCQ, (CUNNINGHAM, 2004) é raro observar uma acidose tmalase sem
uma compensacao respiratéria.

A resposta dos rins aos disturbios acidobasicose@dom rapida e
alteracbes na producdo de NH HCQ ocorrem no decorrer de
aproximadamente 24 horas. Os rins geram e excré@amamonio, que é
intensificado pela acidose (CUNNINGHAM, 2004). Neslulas do tubulo
proximal, o aminoacido glutamina é metabolizado apgroduzir NH'
(CUNNINGHAM, 2004). O NH' entra no liquido tubular por transporte ativo
secundario pela substituicdo do Ho trocador N&dH®. Além disso, outros
produtos do metabolismo da glutamina sdo metalu&z@ara produzir novos
anions bicarbonato. Assim, o resultado da produgdxcrecdo de NfA é a
excrecao de acido e a producao de bicarbonato (CNENAM, 2004).

O excesso ou déficit de bases, medidos em hemog#asaresanguinea,
ndo é simplesmente a diferenca entre a concentdecl@arbonato encontrada
em uma amostra de sangue e a concentracdo norntdtatbonato em um
sangue que ndo apresente nem excesso nem défibhsde (DAVENPORT,
1974). A razdo é que além das modificacdes da otnagdo de bicarbonato,
ocasionada pelo excesso ou déficit de bases, dag®y modificada por ajustes
respiratorios. Quando &cidos sdo adicionados agusarseus ions hidrogénio
entram em duas reacdes, alguns se combinam comfgéamgo sangue,
titulando-os na direcdo &cida e os restantes camb@om ions bicarbonato para
formar acido carb6nico (DAVENPORT, 1974). O acidobdnico é desidratado
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a diéxido de carbono que é expirado. Como algums hiadrogénios adicionados
ao sangue se combinam com tampd@es sanguineos,esandmions hidrogénio
gue se combina com os ions bicarbonato € menoo guenero total adicionado
(CUNNINGHAM, 2004). Portanto, a reducao em ionsabdonato é inferior ao
déficit de base. Por essa razéo, o valor do défictiase é avaliado no diagrama
pH-bicarbonato pela distancia vertical entre adide tamponamento normal e a
linha de tamponamento apés a adicdo de acido epako diferenca entre
concentragbes de bicarbonato entre o sangue noemal acidificado
(CUNNINGHAM, 2004). Um excesso de base é normalmgmtesente no
sangue, mas uma carga de 4cidos tais como a aciabolica pode diminuir
0 excesso de base e, consequentemente, pode sdaapa capacidade de
tamponamento bicarbonato e ocorrer um déficit de.ba

Para ajudar a compreender a causa da acidose tietatéve-se medir
a diferenca de céations e anions no sangue. A tapgda dos cétions e anions
deve ser zero no espaco extracelular para maneguiibrio eletroquimico.
Embora existam outros ions carregados, o sodipréhocipal cation mensurado,
e o cloreto e o bicarbonato os principais aniongsmeveis (JONES, 2010).
Anions ndo mensuraveis séo fosfatos e proteinadétiens ndo mensuraveis
incluem calcio, potassio e magnésio. A medicdo itkresthca anibnica requer
uma analise simultdnea de gases no sangue aeteférminacao de eletrélitos
no sangue venoso (JONES, 2010). Os resultadosases ganguineos arteriais
sdo utilizados para determinar se uma acidose dleabesta presente. Uma
vez que a acidose metabdlica é confirmada, ostaelesl do ensaio de eletrdlito
fornecem os valores necessarios para calculaeeedifa de anions. Aumento na
diferenca cétion anidnica é devido a uma diminuigddnions ou aumento de
cations. O aumento de acidos na corrente sangpimeam metabolismo de
gordura formando corpos cetbnicos, ou mesmo absodg Acidos em

ruminantes, aumenta cations ‘JHe diminuem os anions (HGYD (JONES,
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2010). Em caso de acidose metabdlica causada pestdo de metanol, o
acumulo de acido ndo é adequadamente tamponadbgseld JONES, 2010).

Estudos de hemogasometria para avaliar o perfiioddiasico em
ruminantes ainda é novo e ha poucos trabalhosenatlira. Esses estudos estédo
relacionados ao estresse caldrico e a acidose ayrmfluenciando o equilibrio
acido bésico.

Vacas de alta producdo sdo comumente alimentadas dietas
contendo altas proporcdes de carboidratos altanfenteentaveis no riamen
(APPER-BOSSARD et al., 2010). Essa pratica muiteses causa acidose
ruminal subaguda (ARSA), definida como pH rumirtsizo de 5,8 por mais de
trés horas por dia (PLAIZER et al., 2009). A ARS&dp gerar alguns efeitos no
equilibrio acido basico. Goad, Goad e Nagaraja §1@€9Brown et al. (2000)
observaram uma diminui¢do do pH sanguineo, coragirde HCQ e excesso
de base em novilhos com desafio de grdos, mostmnel@ carga de acido no
rimen pode diminuir o HCOno sangue. Faverdin, Bareille e Vérité (1999)
encontraram correlacédo negativa entre H@O sangue e acidos graxos volateis
no rimen de vacas. Gianesella et al. (2010) awatiaa influéncia da acidose
ruminal sobre a gasometria sanguinea em 2016 Vadasdesas recebendo a
mesma dieta. As vacas foram divididas em trés grufm acordo com o pH
ruminal (pH > 5,8; pH5,8>5,5 e pH5,5). Esses autores observaram diminuicao
no pH e quantidade de,®anguineo em vacas com pH ruminal menor que 5,5
comparado com vacas com pH rumindl,5< 5,8 e vacas com pH ruminal > 5,8
(pH sanguineo de 7,42; 7,43; 7,44 e quantidade ,d#e (34,03; 37,06; 38,03
mg/dL, respectivamente). A PG@endeu a aumentar quando o pH ruminal
diminuiu, passando de 44,10 em pH ruminal maior ®&epara 45,60 mmHg
em pH ruminal abaixo de 5,5.

A diferenga cétion — anibnica dietética (DCAD), idefa como a

diferenca em miliequivalente de sédio mais potassitoreto mais enxofre por
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kg de matéria seca, pode ajudar na prevenc¢do desacimetabdlica (APPER-
BOSSARD et al.,, 2010). Sd&dio e potassio sdo almkmgva partir do trato
gastrointestinal em troca da secrecdo de prétaqyaeio cloro e enxofre sédo
muitas vezes absorvidos na troca por secrecdo e facarbonato
(CUNNIGHAM, 2004). Aumento do DCAD aumenta o pH gaimeo, a
concentragcdo de HGOno sangue e o pH urinario (HU; MURPHY, 2004,
PEYRAUD; APPER-BOSSARD, 2006) sugerindo efeito namhbostase
acidobésica.

A acidose metabdlica estd associada a menoress niei HCQ
sanguineo. Marchesini et al. (2013) observaram mesnoiveis de bicarbonato
no sangue em animais com acidose metabdlica, esegoéncia da acidose
ruminal. Apper Bossard et al. (2010), apesar desrobs diminuicdo no pH
ruminal, ndo observaram efeito no pH sanguineocemracdo de HCQe
excesso de base do sangue quando vacas em ladteedon a relacdo
concentrado volumoso aumentada de 21:79 para 431059, houve tendéncia
de maior PCQ@para as vacas que receberam baixo concentradoménsu no
DCAD aumentou linearmente o pH sanguineo e esseraornfoi maior quando
as vacas foram alimentadas com alta proporcaort=ntrado na dieta.

A quantidade de bicarbonato diminuiu 20% apds axiohcdo de
metanol em macacos (4g/kg), aumentou as conceaagdlares de lactate-
hidroxibutirato, p-hidroxibutirato, o—cetobutirato e acetoacetato relativos ao
controle (CLAY; MURPHY; WATKINS, 1975). O aumentae dormato com
consequente diminuicdo do bicarbonato foi obsernamosangue de macaco
apo6s administracdo de metanol com periodo de iatée 18-24 horas em
macacos (CLAY; MURPHY; WATKINS, 1975).
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CAPITULO 2 Substituicido de milho por glicerina bruta na dieta de

novilhas alimentadas com silagem de cana-de-acglcar
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RESUMO

O glicerol na glicerina de biodiesel pode ser ulpsttuto do amido de
milho como alimento energéticopara ruminantes. iuase a glicerina bruta,
rica em metanol (7,3% de metanol e 70,2% de MS N, Ma alimentacdo de
bovinos. No Experimento 1, 36 novilhas mesticasaHdés-Zebu (177156 kg)
foram alimentadas com dietas contendo 0% (T0), §88bou 11,9% (T12) de
glicerina bruta e 15,2%, 7,8% e 0% de milho finamemoido na MS,
respectivamente. A composicdo das dietas (% dafM$9,6+1,3 de silagem
de cana de acucar, 14,2+0,3 de farelo de soja, dUrela, 12,6+0,4 de PB e
49,0+0,7 de FDN. Os animais foram blocados pel®m p&# e receberam os
tratamentos por 91 dias, apds um periodo de padgio de 14 dias. Dados
foram obtidos ao longo do tempo e o valor da mesar@vel no final do
periodo de padronizacdo foram usados como covani@venodelo estatistico.
Contrastes linear (TO vs. T12) e quadratico (T6 W8+T12) compararam
tratamentos. Maior teor de glicerina na dieta ingugieda linear no consumo
de MS (CMS) nos dois primeiros dias do periodo erpntal P<0,05), e
tendéncia de queda quadratica no CM%&(0(13) e no consumo de MO
digestivel P=0,10) ao longo do experimento. A glicerina reduzipeso vivo
ajustado para o peso no final do periodo de pazhoado de forma quadratica
(P=0,03), mas ndo foi detectado efeito significatisobre o ganho de
pesoP>0,38): 306 g/d no TO, 343 g/d no T6 e 254 g/d A@.TO perimetro
toracico P=0,09) e o escore de condi¢do corpoftQ,02) também foram
reduzidos de forma quadratica. Houve tendéncia deagéo quadratica
(0,10<P<0,15) nas digestibilidades aparentes da MS, MOM, FEujos valores
foram maximos no T6 e minimos no TO. O pH ruminahantou P<0,01) e o
teor de protozoarios no fluido foi reduzide=0,07) pela maior inclusdo de
glicerina, ambos de forma linear. Nao houve efé@dratamento sobre a relacdo
entre alantoina e creatinina na urif@,49). O menor teor de N-uréico no
plasma foi no T6 e o maior foi no T®<0,05 para contraste quadratico). A
glicerina reduziu o teor de glicose no plasma shregude forma linealPE0,02)

e aumentou os teores de metamsi(,02) e formatoR<0,01). Houve tendéncia
de queda linear na enzima aspartatoaminotransfe@semaior inclusdo de
glicerina P=0,13), sem afetar a gamaglutamiltransferd®e026). Osmaiores
tempos diarios de ruminacdo e de mastigacdo fotasereados no T6 e os
menores no TOR<0,05 para contraste quadratico), mas a atividaaktigatoria

por unidade de CMS nao diferiu entre tratamen®<035). Houve variacdo
linear em parametros descrevendo o balanco ackloebdlo sangue venoso,
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sugerindo que maior inclusdo de glicerina induziid@se metabdlica. N&o

foram detectados sintomas clinicos de intoxicagdio rpetanol ao longo do
experimento.

Palavras-chave: biodiesel, bovino, glicose, glicengtanol.
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ABSTRACT

Glycerol in glycerin from biodiesel can substiteten starch as energy
substrate for ruminants. We evaluated methanol, richde glycerin (7.3%
methanol and 70.2% DM, as fed basis) as bovine fEkitty-sixHolstein-Zebu
crossbred heifers (177 £ 56 kg) were fed 0% (T®¥H(T6), or 11.9% (T12) of
crude glycerin in diet DM, and 15.2%, 7.8% or 0%fimfely ground corn,
respectively. Diets composition were (% of DM): ®%%.1.3 of sugarcane silage,
14.2 £ 0.3 of soybean meal, 1.0 of urea, 12.6 +d.€P, and 49.0 £ 0.7 of
NDF. Heifers were blocked by body weight and reedia treatment for 91 d,
after a 14-d standardization period. Data wereinbthover time and the value
of the same variable at the end of the standardizgteriod was used as
covariate in the statistical model. Linear (TOT%2) and quadratic (T6 vs. TO +
T12) contrasts compared treatments. Increasingrgiglycerin content induced
a linear decrease in DM intake (DMI) in the firatot days of the experimental
period P<0.05), and a quadratic trend for decline in DMA=Q.13) and
digestible OM intake K=0.10) throughout the experiment. Glycerin
guadratically reduced body weight adjusted for Weight at the end of the
standardization periodP£0.03), girth circumference P€0.09), and body
condition score®#=0.02), but had no detectable effect on weight ¢a0.38):
306 g/d on TO, 343 g/d on T6, and 254 g/d on Tl2er& were trends for
guadratic variation (0.10%0.15) in total tract apparent digestibility of DM,
OM, and NDF, highest on T6 and lowest on TO. RuinithincreasedR<0.01)
and the content of protozoa in the fluid was redu@=0.07) by glycerin, both
linearly. There was no effect of treatment on thatorbetween the content of
allantoin and creatinine in urin®%0.49). The lowest content of plasma urea-N
was observed on T6 and the highest was onPEQ.Q5 for quadratic contrast).
Glycerin linearly reduced the content of blood plasglucose #=0.02) and
increased the contents of methar®@.02) and formateP<0.01). There was a
trend for a linear decrease in the plasma conténth® enzyme aspartate
aminotransferase with increased content of glyderthe diet P=0.13), with no
effect on gamma glutamyltransferage>(.26). Rumination and chewing time
per day were highest on T6 and lowest on PO0(05 for quadratic contrast),
but chewing activity per unit of DMI did not diffeamong treatment$$0.35).
There were linear variations in parameters desgyilthe acid-base balance in
venous blood, suggesting that glycerin induced b@ia acidosis.Clinical
symptoms of methanol toxicity were not observed mheifers were fed crude
glycerin for 91 days.

Keywords: biodiesel, bovine, glucose, glycerol, magiol.
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1 INTRODUCAO

A rapida expanséo da industria de biodiesel temdea um aumento da
producdo de glicerina em bruto, um coproduto liquidesultante da
transesterificacdo de 6leos vegetais (MACH; BACHEMANT, 2009). Para
cada 100 litros de biodiesel sdo produzidos 16slitte glicerina bruta (WEN,
2012). A glicerina bruta é rica em glicerol, um @wsto de alto conteddo
energético e eventual substituto do milho na altagio animal (DEFRAIN et
al., 2004), e quantidades variaveis de metanoh gsantidade de metanol pode
variar de quantidades irrisérias a 26,7% da quadédtotal de glicerina
(SCHRODER; SUDEKUM, 1999)

Animais consumindo glicerina como substituto dehmiha dieta tém
apresentado resultados variados. Carvalho et @L1j2ndo observou diferenca
no ganho médio diario (GMD) de bovinos Red Norte amfinamento (GMD
de 1,83 kg/d) recebendo niveis crescentes de igiicbruta na dieta (0, 6, 12,
18%), no entanto, 0os animais apresentaram maiadimemto de carcaca.
Parsons, Shelor e Drouillard (2009) avaliando atefde varios niveis de
inclusdo de glicerina em substituicdo ao milho dlado na dieta de novilhas
mesticas em confinamento, observaram que niveigt&e&% de glicerina na
dieta proporcionaram melhores GMD em relacdo adraen porém niveis
acima disso reduziram o GMD. Farias et al. (2018eovaram reducéo linear
no desempenho de animais a pasto suplementado ietas dontendo niveis
crescentes de glicerina (0; 2,8; 6,1 e 9,0% degia na MS).

Apesar de as bactérias do rimen produzirem megapattir da pectina
(VANTCHEVA; PRADHAN; HEMKEN, 1970) e converterem tamol em
metano (PATTERSON; HESPELL, 1979; GENTHNER; DAVIBRYANT,
1981; POLL; DEMEYER, 1988), o efeito téxico do nethem ruminantes é

pouco conhecido. Sabe-se que em primatas 0 maianetabolizado a formato
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pelo figado, sendo capaz de causar acidose me@béliinibir a cadeia
transportadora de elétrons, causando lesdo no detiap e deficiéncia ocular
(MARTIN-AMAT et al., 1978; NIE et al., 2007).

A utilizacdo da cana-de-acUcar fresca na recriaodédhas leiteiras ndo
penaliza o desempenho animal relativamente a diegtssadas em silagem de
milho (ANDRADE, 1999). Entretanto, na ensilagemadaa ocorre alta perda
de teor energético na forma de acglcares, o queraanoeteor de fibra do
alimento (MIRANDA et al.,, 2011). Em dietas basea@as cana-de-acgucar,
aumento no teor energético da dieta pode ser opbtida@porte nutricional de
carboidratos amilaceos, oriundos dos alimentosesaredos. A substituicdo de
milho por glicerina bruta pode aumentar a efici@rmmotécnica e financeira da
atividade leiteira. Dietas baseadas em cana-deaacfcopiciam que a
substituicdo de amido de milho por glicerol sejaliada de forma clara.

Com este trabalho objetivou-se avaliar o desempentwo equilibrio
acidobasico venoso, de novilhas alimentadas coagesit de cana e teores
dietéticos crescentes de glicerina bruta, em sulgdo ao milho finamente

moido.
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2 MATERIAL E METODOS

Trinta e seis novilhas mesticas Holandés-Zebu, paso inicial de
177456 kg, foram alimentadas individualmente emfioamento total com
camas de areia. Os ingredientes dietéticos forasturaidos e oferecidos na
forma de Dieta Completa as 7 horas, em quantidafigiente para prover no
minimo 10% do oferecido como sobra didria. Os aisimeceberam a mesma
dieta durante um periodo pré-experimental de paho@io de duas semanas
(Tabela 1). As varidveis mensuradas no final dagrazh¢édo foram utilizadas
como covariavel no modelo de analise estatisticaafmais formaram doze
blocos de trés animais com base no peso vivo enfataatoriamente alocados a
um de trés tratamentos, por 91 dias do period@uiparacdo em delineamento,
em blocos ao acaso, ajustados para covariavel e estrotura de medidas
repetidas no tempo. O desempenho animal foi avakaé o dia 84, enquanto
gue na semana 13 foram avaliados parametros dst@ligéermentacdo ruminal
e pardmetros sanguineos.

Os animais foram alimentados com silagem de carszdear. A cana
foi colhida manualmente sem sofrer despalha e rtirdda em picadeira
ensiladoura (Modelo PP47, Pinheiro Maquinas Agaigoltapira, SP) acoplada
a trator e ajustada para tamanho de corte de 4,5Ansilagem foi aditivada
com 3,6 x 18" UFC/ton de matéria seca (MS) de cepa bacterianadsale
silagem de cana e identificada bioquimicamente cbawiobacillus buchneri
(AVILA et al., 2009). A silagem ficou armazenadar |30 dias até o inicio do
fornecimento aos animais.

Os tratamentos variaram na propor¢ao de substitwedmilno maduro
finamente moido por glicerina bruta (Tabela 1) i@ de sebo bovino (Tecno-
Oil Industria e Comércio Ltda, Mombuca, SP). A coasipao da glicerina bruta
foi: 29,8% de umidade e 7,3% de metanol na mass@ (MS), 0,92% de
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proteina bruta (PB), 7,1% de extrato etéreo (EE%7de cinzas, 0,52% de
sédio, 0,25% de enxofre, 0,06% de potassio, 0,08%bsforo, 0,03% de calcio
e 0,01% de magnésio na MS.

Amostras dos ingredientes e das sobras alimentiresada animal
foram coletadas diariamente e congeladas. Quaetdatfnticas de MN das
amostras diarias formaram compostos semanais. Agsteas compostas
semanais foram pré-secas em estufa ventilada pboi a 55C, triturados
em peneira com crivo de 1mm em moinho do tipo TioWiley e
subamostras foram desidratadas a 105° C por 24 para determinacédo do teor
de MS. O consumo de MS (CMS) foi mensurado nos diasa 13 da

padronizacéo e diariamente ao longo da comparacao.

Tabela 1 Composicdo das dietas oferecidas em iegted e das dietas
consumidas em nutrientes durante o periodo de padgiio (P) e
nos tratamentos com zero (TO0), seis (T6) e 12% )(T&2glicerina

bruta
Componentes P 0 T6 T12
% da matéria seca

Silagem de milho 93,2
Silagem de cana 68,3 69,6 71,0
Ureia 1,0 1,0 1,0 1,0
Farelo de soja (49% de PB) 4,2 13,9 14,2 14,5
Milho moido fino 15,2 7.8
Glicerina bruta 5,8 11,9
Calcério calcitico 0,2 0,2 0,2 0,2
Minerais e vitaminds 1,4 1,4 1,4 1,4
Proteina bruta 11,6 12,9 12,7 12,1
Fibra em detergente neutro (FDN) 51,8 48,2 49,5 349,
FDN oriundo de forragem 45,6 46,7 47,4 48,6
Cinzas 4.0 3,9 4.3 53
Extrato etéreo 3,1 2,8 2,6 2.3
CNF 29,5 32,2 31,9 31,0

% da matéria natural
Matéria seca 30,3 32.9 32.3 31.8

'Minerais e vitaminas: 18,5% de Ca; 15,0% de P%3j@ Mg; 3,0% de S; 240ppm de
Co; 3.000ppm de Cu; 8.000ppm de Mn; 12000 ppm d&9@ppm de Se; 180ppm de I;
8.000.000Ul/kg de Vit. A; 2.000.000Ul/kg de Vit. [§0.000Ul/kg de Vit. E.2
Carboidratos nao fibrosos = 100 - (PB + FDN + E€inzas)
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Amostras compostas da silagem de cana e dos comdestforam
formadas por unido dos compostos semanais pré;segns quantidade
proporcional ao consumido de MS em cada semanaodgaracdo. Um
composto das sobras por animal foi formado unirdgemntidades idénticas de
matéria pré-seca dos compostos semanais. A PBidtisada por um destilador
a vapor do tipo Microkjeldhal (ASSOCIATION OF OFRAL
AGRICULTURAL CHEMISTS - AOAC, 1975), o EE segundo AOAC
(1990), e as cinzas por incineracdo da amostreD2C5por 8 horas. O teor de
FDN foi analisado por um determinador de fibra #®-{Tecnal Equipamentos
para Laboratérios, Piracicaba, SP), utilizandaitsutfe sddio e amilase.

O peso vivo, 0 escore de condicao corporal (EC@grémetro toracico
e as alturas na cernelha e na garupa foram desmtosnnos dias 13 e 14 da
padronizacdo e a cada sete dias da comparagdandocno dia 6. As novilhas
foram pesadas a partir de uma hora do fornecimeatdieta, em ordem ao
acaso dentro de blocos. As alturas foram deterragiadm bengala graduada do
tipo Lydtin na extremidade dorsal do processo ésma da terceira vértebra
toracica (na regido da cernelha) e no ponto mesdal osso sacro. O perimetro
toracico foi determinado caudalmente aos membrodcitms. O ECC foi
avaliado visualmente em escala de 1 a 5, sendorésentativo de magra e 5 de
gorda (WILDMAN et al.,, 1982), por trés avaliadorgglependentes, para
obtencdo da média por animal. O ganho diario de fiescalculado para cada
uma das 12 semanas da comparacdo, pela difererigga @n pares de
determinacdes intervaladas de sete dias.

O equilibrio acidobasico venoso foi avaliado em sinas do sangue da
veia jugular obtidas no dia 13 da padroniza¢dacada 14 dias da comparagéo.
Os tempos de amostragem foram zero, 6 e 12 hoks amlimentacdo. O

sangue foi coletado em tubos heparinizados e adaksno maximo 1 hora apés
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a coleta em avaliador de pH e gases sanguineos 2A&82ke, Sdo José do Rio
Preto, SP).

No dia 13 da padronizacédo e a cada 14 dias da cagfm 12 horas
apés a alimentacdo, foram obtidas amostras do sadguveia jugular para
andlise de glicose e das enzimas aspartato amisfgrase (AST) e gama
glutamil transferase (GGT). Para a analise de ggicioram utilizados tubos
contendo 10Qul de fluoreto de potassio e para AST e GGT tubagermlo
heparina sédica. As amostras foram centrifugadd418xg por 10min e o
plasma foi congelado a -20°C até andlise laboedtofis analises de glicose
foram feitas através do Kit Glicose enzimatica ilau AST através do kit
AST/TGO e GGT através do kitglutamiltrasferase (ambos da Doles Reagentes
para Laboratério Ltda, Goiania, GO).

No dia 40 a atividade mastigat6ria foi mensuradagbservacéo visual
da atividade bucal de cada animal, a cada 5min2gohoras. As atividades
bucais consideradas foram de ingestdo de alimeletangestdo de agua, de
ruminacdo e de 6cio. O tempo de mastigacdo em asrudr dia foi definido
como a soma dos tempos de ingestdo e de ruminagitividade mastigatoria
por unidade de MS ingerida foi calculada considdsan CMS no dia da
avaliacéo.

No dia 56 da comparacéo, 12 horas apés a alimentogam coletadas
amostras de sangue da veia jugular, em tubos civadat de coagulo para
obtencdo do soro. Amostras do soro foram congelalas20°C para
determinacdo dos teores de acido férmico e metak®l.amostras foram
descongeladas e desproteinizadas com solucdo de #éicloracético. O
sobrenadante foi analisado em cromatégrafo a dgdisng8zu, Kyoto, Japao)
equipado com coluna capilar (Stabilwax, Restek|eBmite, USA; 60 m, 0.25
mm i.d., 0.25 um crossbond carbowax polyethyleyeat). Foi utilizado hélio

como gas de arraste, hidrogénio como gés de coéd)uest sintético como gas
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comburente e nitrogénio como gas de ajuste. A teatyra do injetor foi de
200 C e do detector de 220 com taxa split de 1:20 e controle de fluxo com
velocidade linear de 30 cm/s. A rampa de tempeadhirregulada para 4C
por um minuto e elevacdo de°4D a 200 C com taxa de aquecimento de
10°C/min., permanecendo a 2@ por dois minutos.

No dia 73 foram iniciados os procedimentos pardmesiva da
producdo fecal e mensuracdo da digestibilidadeeapade nutrientes no trato
digestivo total. Capsulas de celulose contendo &goxido crémico foram
administradas uma vez ao dia por 10 dias. No sétiimale administracdo do
marcador (79dia da comparacéo), foi iniciada a coleta dassfelr@tamente do
reto, de 6 em 6 horas, por 72 horas, comecando3choras de atraso a cada
novo dia. Um grama de fezes pré-seca ¥ 5%r 72 horas foi incinerada a
550°C por 8 horas, submetida a digestdo com solucéb.@#® mL de &cido
fosforico (85%), 30 ml de sulfato de manganés (1@%) mL de bromato de
potassio (4,5%), em banho de areia, até a mudareacpr violeta. O material
foi entdo transferido para um baldo volumétricol@6 mL, adicionado de 25
mL de cloreto de calcio (4.000ppm) e o volume fmnpletado para 100 mL
com agua destilada. Posteriormente, a solucdoilficida em papel de filtro
(Whatman £ 40), para andlise da solucédo por espectrofotoandti absorcdo
atdbmica (SpectrAA-100 Varian. Varian Australia Rtgda, Victoria, Australia).
O teor de MS, FDN e cinzas das fezes foi mensu@doo previamente
descrito.

No dia 83 da comparacdo foram obtidas amostras rae ypara
determinacao dos teores de alantoina e creatidinglacdo entre a alantoina e a
creatinina na urina estimou a sintese relativardeejma microbiana no rimen.
Uma amostra de urina foi diluida em solucdo decdasidfirico a 4% (4:1,
acido: urina) e foi congelada a °20 Para a analise de alantoina o procedimento

adotado foi o de Chen e Gomes (1992). Para a arddigreatinina foi utilizado
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kit laboratorial (Creatinina. Doles Reagentes paahoratério Ltda, Goiania,
GO). No mesmo dia foram também coletadas amoswasadgue da veia
jugular para dosagem do teor de nitrogénio uréiooplasma (NUP). As
amostras foram coletadas imediatamente antesrdardficdo e a cada 3 horas
do dia por 24 horas. O plasma foi obtido por clrgecéo a 2118xg por 10min
e foi armazenado a -20° C. O teor de NUP foi mexkurpor método
colorimétrico-enzimatico (Ureia 500. Doles Reagepéea Laboratérios Ltda,
Goiania, GO).

No dia 85 foram obtidas amostras de fluido ruminttvés de sonda
flexivel oro-gastrica com auxilio de uma bomba dec&o a vacuo acoplada a
um Kitassato. As amostras foram obtidas 12+02 hapeis a alimentagdo, ao
acaso dentro de blocos. O pH ruminal foi mensuradediatamente. Uma
amostra foi homogeneizada, fixada e conservadaregiapdo-se a diluicdo 1:2
entre fluido ruminal e formaldeido, para postedontagem de protozoarios
(DEHORITY, 1984). A contagem dos protozoarios fmalizada em microscopio
optico, utilizando amostras de 1 mL do fluido folimedo alocado em camara
de Newbauer com 0,1mm de profundidade (WARNER, 1962

2.1 Andlises estatisticas

As varidveis mensuradas ao longo do tempo forantisadas como
medidas repetidas pelo procedimento MIXED do SABTEL; MILLKEN;
STROUP, 1996). A estrutura de covariancia utilizéaladefinida pelo critério
de informacéo de Akaike, dentre auto regressivardem 1, simetria composta
e ndo estruturada. O efeito de bloco e animal dedw& tratamento foi
considerado aleatério. O modelo estatistico fok ¥ju + CV + Trj + Tk +
TrTjk + eijk. Onde:py=média geral, CV=covaridvel (medi¢cdo da mesma vakia

no final da padronizacdo); Trj=efeito de tratamed 0, T6, T12); Tk=efeito
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de tempo (k=semanas 1 a 12); TrTjk=interacdo etratamento e tempo;
eijk=erro residual. Dois contrastes pré-planejattram testados: 1) Efeito
linear de inclusado de glicerina (TO vs. T12); 2¢ikf quadratico de incluséo de
glicerina (T6 vs. TO+T12). O quadrado médio paefeito de animal aninhado
em tratamento foi utilizado como medida de erroaptastar o efeito de
tratamento. O ganho de peso por semana experimemtaeor de NUP foram
analisados pelo mesmo modelo, mas sem o termo i@eehrAs variaveis

mensuradas uma vez, durante o periodo experimdotaln analisadas por
modelo sem os efeitos de covariavel, tempo e siegagfio com tratamento.
Valores de probabilidade abaixo de 0,05 foram cemados como

significativos, abaixo de 0,10 como tendéncia exabde 0,15 como tendéncia

fraca.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao da silagem de cana foi 25,4% de M®INae 2,9% de
PB, 68,5% de FDN, 1,4% de EE e 3,8% de cinzas na MRBioculacdo da
silagem com bactérias epifiticas isoladas de siage cana resultou em silagem
com teor de FDN acima da cainanatura, relatadas na literatura (TEIXEIRA et
al., 2014; SIECOLA JUNIOR et al., 2014), sugeringe o aditivo ndo reduziu
significativamente a perda de aclUcares durantesdagem. A propor¢ado de
particulas da silagem nas peneiras do separadpadizulas da Penn State
(LAMMERS; BUCKMASTER; HEINRICHS, 1996) foi: 6,3% d&N acima
dos orificios com didmetro de 19mm; 39,6% entrel8ram e 54,1% abaixo de
8mm. A distribuicdo com base na MS foi: 15,5% actaal9 mm; 41,0% entre
8 e 19 mm e 43,5% abaixo de 8mm. A propor¢cdo da RBN peneiras foi:
16,9% acima de 19 mm; 40,6% entre 8 e 19 mm e 4a[&fixo de 8mm. Como
o teor dietético de FDN oriundo de forragem foi emddia 46,6% da MS
(Tabela 1), o teor de FDN maior que 8 mm foi emim26,8% da MS.

O efeito depressor do consumo das dietas com silatge cana foi
evidenciado pela diferenca acentuada entre o CM8iata de padronizacao,
baseada em silagem de milho e as dietas com cailaden(Figura 1). O CMS
em ruminantes pode ser alterado com o teor e ihdieltde da fibra das dietas
(ALLEN, 2000). Apesar do teor de fibra da dietacdea-de-acUcar no periodo
experimental e de silagem de milho no periodo diegmézacédo ser semelhantes
(Tabela 1), a reducdo do consumo pode estar rakd#o a menor
digestibilidade do FDN da cana. Corréa et al. (20ff&ervaram reducdo na
digestibilidade do FDN da cana de aproximadameffé, 5quando vacas em
lactacdo foram alimentas com dietas a base dedmxagticar em comparacao a
dietas a base de silagem de milho. O baixo CM$sdar de 1,9% do peso vivo,

aparentemente explica o baixo ganho de peso dimidodos os tratamentos
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(Tabela 2). Quando novilhas Holandesas foram aliat&s com dieta contendo
em torno de 78% de cana fresca acrescida de fdeesmja e ureia, o CMS foi
ao redor de 2,6% do peso vivo e 0 ganho de pespréimo a 1,13kg/d
(SIECOLA JUNIRO et al., 2014). Entretanto, nagquekperimento com cana
fresca, o teor dietético de FDN oriundo da canadfidi da MS, cerca de 6,6
unidades percentuais abaixo do FDN das dietas degtgimento (Tabela 1). A
ensilagem da cana e o consequente aumento nogdira e/ou produtos da
fermentacao alcodlica, pode deprimir o CMS em dietmitendo esta forrageira,
com baixa inclusdo de alimentos concentrados. $sg®re que, apesar das
possiveis vantagens operacionais da ensilagermda(E&REIRA, 2012), o uso
preferencial desta forragem, quando a obtencadtaelesempenho animal for

priorizado, parece ser na forma fresca.

Tabela 2 Consumo de matéria seca (CMS), morfometeéiciéncia alimentar
de novilhas nos tratamentos com 0%(TO0), 6%(T6) 24 1T12) de
glicerina bruta.

TO T6 T12 EPM T° S ™S L Q

CMS, kg/d 36 37 34 011 012 <001 010 016 0413
CMS, % PV 191 1091 1,88 0082 093 <001 069 075 0,86
CMOD, kg/d 21 23 20 013 023 <001 015 068 010
Peso, kj 192 194 188 20 004 <001 062 011 0,03
GMD, g/ 306 343 259 557 058 <001 076 056 0,38
Térax, cnf 135 135 134 05 006 <001 053 008 0,09
Garupa, cf 112 113 113 010 066 <001 016 040 0,75
Cernelha,cfh 107 108 109 093 016 <001 021 006 0,77
ECC,1a5 360 371 360 0041 007 005 043 092 002
S}Cl'(‘;genc'a' 79 89 71 158 074 <001 062 073 049

'Erro padrdo das médiad/alor de probabilidade para os efeitos de tratamém),
semana experimental (S), interacdo entre T e Sn&astes linear (TQs/s. T12) e
quadratico (T6évs. T0+T12) de inclusdo de glicerin®eso vivo final e ganho médio
diario de peso calculado semanalmente (GMBgrimetro toraciccAltura na garupa.
®Altura na cernelha’Escore de condicdo corpordEficiéncia = GMD/CMS semanal.
°Consumo de matéria organica digestivel.
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A queda no CMS, quando ocorreu a mudanca abruptdiade, foi
diretamente proporcional a inclusdo de glicerinatébr(Figura 1) nos dois
primeiros dias®<0,05, efeito linear), quando o consumo das dieissvaliado
nos primeiros sete dias. No entanto, houve uméatmia de efeito quadratico
(P=0,13) para CMS (Tabela 2) ao longo do experimgdanimais tenderam a
consumir mais quando houve substituicdo parcialadedo por glicerol,
proporcionado pelo tratamento com incluséo de 6%liderina em substituicdo
ao milho (T6). Parsons, Shelor e Drouillard (20@9hbém observaram efeito
quadratico no CMS. Esses autores observaram redngd€MS, quando
animais foram alimentados com mais de 8% da mas&ta da dieta, em
substituicdo parcial ao milho floculado. J4 Py&ibane e Cecava (2007)
observaram reduc¢do no consumo de novilhos quamioegina foi incluida na
dieta em mais de 10% em substituicdo ao milho. Asmdsoautores, mesmo em
seus niveis maximos de substituicdo de milho picegha, o milho ndo era
totalmente substituido, ao contrario desse expetoneque houve uma
substituicdo parcial (T6) ou total do milho porcglina bruta (T12) com
inclusédo de 6% ou 12% de glicerina nas dietasentispamente. Sendo assim,
parece que a limitacdo de desempenho em dietassgbstituicdo do glicerol
por milho esta mais relacionada a dose de inclgséo pelo substrato a ser
substituido. Quando combinou amido de milho contegina (T6) nesse
experimento houve indicios de melhores respostasimias com apenas milho
(TO) ou apenas glicerina (T12). A resposta agudgathea em CMS a
substituicdo de milho por glicerina pode estar wiada ao teor de
contaminantes (SCHoDER; SUDEKUN, 1999; CHUNG et2007), a presenca
de metanol ou so6dio, ou mesmo devido ao baixo pHgliteerina desse

experimento (pH=1,8).
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Figura 1 Consumo de matéria seca (CMS) de novilbasete primeiros dias de

glicerina bruta. cv=Consumo no final do periodo pronizacéo
(covariavel), P<0,01 para o efeito de tratamen®s0,05 para o efeito
de dia,P=0,22 para a interag&o entre tratamento e @&0;05 para o
contraste linear de inclusé@o de glicerina).

Houve resposta quadratic®=0,03) no peso vivo final e escore de
condicdo corporal dos animais e, apesar das urddadperimentais nao
suportarem diferenca estatistica, houve maior gaiehpeso diario e eficiéncia
alimentar para T6 (Tabela 2). Essas respostas derieias quadraticas séo
coerentes com a tendéncia quadratica de maior wunsde energia,
representado pelo consumo de matéria organica tiliges(CMOD). A
tendéncia quadratica de maior CMOD se deu em caése@ a tendéncia
quadratica de maior CMS (Tabelal) e tendéncia dtiadr de maior
digestibilidade da MSR=0,12) da matéria organicaP£0,15) e do FDN
(P=0,12) (Tabela 3). Similarmente ao observado pea#ai (2010), o aumento
na digestibilidade da dieta induzido pela substitaide milho por glicerina foi
associado a tendéncia de aumento na digestibilidadEDN, plausivelmente
ditado pelo aumento no pH ruminal (Tabela 3).

A incluséo de glicerina em substituicdo ao milhopmrcionou aumento

linear no pH do fluido ruminalPR<0,01). O maior pH nas dietas com glicerina
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12 horas apoés a alimentacao pode ter decorrideegaparecimento ruminal de
glicerol, por absorcéo pela parede ou passagemacdigesta (KIJORA et al.,
1998; KREHBIEL, 2008), resultando em maior proporgia MO dietética
escapando da fermentacdo ruminal em comparacao dietas com amido
(REMOND; SOUDAY; JOUANY, 1993). Outra hipétese paraumento do pH
ruminal, seria sua mensuracdo 12 horas ap0s a radigf® ndo ter sido
adequada para avaliar o pico de fermentacdo darigiic citado por alguns
autores ser de 2—6 horas ap6s a alimentacao (RENISRDDAY; JOUANY,
1993; BERGNER et al 1995), uma vez que nao houveretica na
digestibilidade da matéria organica ndao FDN (DMONIFQue explicaria maior
digestibilidade do glicerol em relacdo ao amido BEAA3).

Parte significativa do CMOD pode ter sido compoptr glicerol
absorvido intacto (FROGER et al.,, 2001) e metahdltiz por rota n&o
gliconeogénica, o que explica a queda linear nodeqylicose plasmética com
aumento no teor de glicerina da dieta (Tabela 4inéhor teor de glicose no
plasma nas dietas com glicerina foi consistente l@amgo do periodo
experimental, e foi observado duas semanas apddécio ide aplicacdo dos
tratamentos (Figura 2). Tem sido demonstrado quduado intrarruminal de
glicerol é capaz de aumentar a concentracao drtlerinesmo sem aumentar a
glicose plasmética (KREHBIEL, 2008). Outra expl@aplausivel para a queda
na glicose plasmatica seria a maior proporcdo maéaracido butirico que
poderia estar sendo produzida no rimen, induzida pBmentacdo com
glicerina (CARVALHO et al., 2011; ZACARONI, 2010%apaz de inibir a
gliconeogénese hepatica a partir de propionato l(@IEARMENTANO, 1987)
ou mesmo devido ao aumento das concentra¢des d¢-bifato inibindo a

gliconeogénese hepatica (ZARRIN et al., 2013).
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Tabela 3 Digestibilidade aparente de nutrientesrato digestivo total, relacé@o
entre alantoina e creatinina na urina, protozoédeiqsH do fluido
ruminal de novilhas nos tratamentos com 0%(TO0), T@®pou 12%
(T12) de glicerina bruta
TO T6 T2 EPM T° L Q

CMS, kg/d 3,3 3,4 3,3 0,19 0,81 0,91 0,52
DMS, % do ingeridd 54,4 60,2 58,5 1,90 0,10 0,14 0,12
DMO, % do ingeridd 60,6 64,8 62,8 1,69 0,23 0,36 0,15

0,
DFDN, % do 389 441 420 1,96 017 025 012
ingerido

0,

DMONFDN, % do 91,2 911 895 096 037 020 054
ingerido
Alantoina/Creatinina 0,80 0,80 0,75 0,060 0,74 0,490,76
A:C/CMOD® 026 025 024 0025 074 044 095
Protozoarios, x1%mL 31,0 22,7 21,7 3,90 0,14 0,07 0,40
pH ruminal 6,51 6,77 6,88 0,080 0,01 <0,01 0,47

'Erro padrdo das médiad/alor de probabilidade para os efeitos de tratamény e
contrastes linear (TOvs. T12) e quadratico (T6vs. TO+T12) de inclusdo de
glicerina®Consumo de matéria seca nos dias da determinacadigestibilidade.
“Digestibilidades da matéria seca (DMS), da matériganica (DMO), da fibra em
detergente neutro (DFDN) e da matéria organicaRi3ld- *Relacéo alantoina creatinina
consumo de matéria organica digestivel.

Houve tendéncia frac#€0,13) de queda linear na AST com aumento
no teor dietético de glicerina bruta, sem ocorfeit@ sobre a GGT (Tabela 4).
Similarmente, Silva et al. (2010) observaram quiétizar nos teores de AST
guando garrotes Nelore foram alimentados com datatendo 0; 7,5; 15; 22,5
ou 30% de glicerina bruta, sem efeito sobre a GWdlores plasmaticos
normais dessas enzimas em bovinos sdo de 27 al4daktd AST e menor que
140 U/L para GGT (BARROS FILHO, 1995), sugerinde quiio ocorreu dano
hepatico pelo uso de glicerina bruta neste expetimeEntretanto, ha
similaridade na resposta em AST neste trabalho den&ilva et al. (2010),

sugere que ha algum efeito da glicerina bruta s@bfeincdo hepatica de
bovinos.



74

Tabela 4 Nitrogénio uréico (NUP), glicose, gamamhittransferase (GGT),
aspartato aminotransferase (AST), metanol e formatplasma de
novilhas nos tratamentos com 0%(T0), 6%(T6) ou 1d%2) de

glicerina bruta

T0O T6 T12 EPM  T° Te  T*Te L Q
NUP, 16,6 140 148 0,94 0,03 <0,01 0,76 0,06 0,05
mg/dL
Glicose, g5, 830 801 233 005 <001 093 002 054
mg/dL
S/(I;_T' 220 191 20,7 1,66 0,46 059 026
AST,U/L 328 30,3 2972 1,57 0,28 013 070
Metanol, 477 406 510 1198 005 002 045
mg/L
Formato, 457 012 034 0038  <0,01 <001 0,08
mg/L

'Erro padrdo das médiad/alor de probabilidade para os efeitos de tratamém),
Tempo (Te) (semana experimental para glicose edespps alimentagdo para NUP),
interacdo entre T e S e contrastes lineard.(r12) e quadratico (T@s. TO+T12) de
inclusdo de glicerina.

Glicose (mg/dL)
[wa]
iy

14

Dias

Figura 2 Teor de glicose plasmatica de novilhasnatillas a tratamentos com
0% (- -®- -), 6% geaee) OU 12% {~m—) de glicerina brutaR<0,03
para o efeito de trataments0,05 para o efeito de diB=0,65 para a
interacdo entre dia e tratamentd®<®,05 para efeito de contraste
linear de inclus&o de glicerina)

A glicerina induziu tendéncia linear de queda nmexp de protozoarios

do rimen P=0,07), no entanto ndo houve diferenca na sintekgiva de
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proteina microbiana no rimen, estimada pela relagdoe a alantoina a
creatinina na urina e nem na eficiéncia de sinteiseobiana, estimada pela
relacdo alantoina creatinina consumo de matériaanarg digestivel
(A/C/CMOD) (Tabela 3). Como a absorc¢ao de glicertacto pode ter sido uma
proporcéo representativa do CMOD no T6 e T12, ssenascrobiana produzida
por unidade de matéria organica fermentada no ripusele ter sido maior
nesses tratamento. No entanto, o menor teor de &dPI6 P=0,05 efeito
guadratico, Tabela 4) indica que a glicerina comtiincom milho melhorou ao
uso de N no rimen principalmente nas primeirasshdeadia (Figura 4). Esta
suposi¢ao é coerente ao aumento observado por &ahg(2009) na excrecao
de derivados purinicos na urina e queda na coragEmtrde amonia no rimen de
novilhos suplementados com glicerina. Shin, Wark{ire (2012) observaram
gueda no NUP em resposta a suplementacdo comimggicesemelhante ao
observado neste trabalho (Tabela 4, Figura 3). OP Ntkspondeu
guadraticamente a substituicdo de milho por ghee=0,05). O menor valor
de NUP nos tratamentos com glicerina também poderseconsequéncia da
defaunacdo (VEIRA, 1986) induzida por este alimefitabela 3). A menor
concentracdo sanguinea de NUP no T6, reafirma siymsefeito benéfico da
combinacao de glicerol e amido no rimen, com mpaata ruminal de amonia,
0 gque pode ter determinado, mesmo que sutilmenénd@ncia fraca de melhor
desempenho animal neste tratamento (Tabela 2). iGdoaoombinado com o
glicerol pode ter proporcionado sincronismo naza#{&do de N, visto que pico
de degradacéo do glicerol ((REMOND; SOUDAY; JOUANN93) ocorre em
torno de seis horas antes ao pico de degradacamito (HALL; HEREJK,
2001).
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Figura 4 Nitrogénio ureico no plasma (NUP) de rwmsl submetidas a
tratamentos com 0% (e--), 6% ¢« a«-) OU 12% {u—) de glicerina

bruta, P<0,05 para o efeito de tratamenks;0,01 para o efeito de
dia, P=0,76 para a interacdo entre dia e tratamerRg005 para

efeito de contraste quadratico de inclusédo derghiag

A incluséo de glicerina a dieta aumentou de foroedeatica P<0,05) o
tempo de ruminagdo e mastigacao total (ruminacds imgestdo) em minutos
por dia, sem afetar a atividade mastigatéria pidade de CMS (Tabela 5). O
aumento na ruminagcdo e mastigacdo no T6 foi acomagmnpor um aumento
CMS (P=0,05, efeito quadratico) um dia antes da aval@@aomportamento
com consequente aumento numérico no tempo de &wgedt maior tempo de
ingestdo, quando 6% de glicerina foram incluidos dieta, pode estar
relacionado ao maior consumo de FDN, proporciorggo maior consumo no
dia antes da avaliagdo da atividade mastigatoriaN@; BEAUCHEMIN,
20009).

A maioria dos trabalhos indica que existe um linditeno de inclusao
maxima de glicerina para bovinos em crescimentahylBach e Devant (2009)
ndo encontraram diferenca no CMS e obtiveram mgémho de peso com
incluséo de até 10% de glicerina a dieta, Pars®helor e Drouillard (2009)
encontraram limites de 8% de inclusdo de glicers@an prejuizos ao

desempenho animal. Em concordancia com esses hoabah substituicdo
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parcial de amido oriundo de milho finamente moido glicerina ndo deprimiu
o desempenho animal neste experimento, mas atsig¢#sti total pode néo ter
sido benéfica. A manutencdo de algum amido diet§tarece ser requerida em
dietas baseadas em cana ensilada.

Tabela 5 Atividade mastigatéria em minutos poredigor consumo de matéria
seca (CMS) de novilhas nos tratamentos com 0%@%),T6) ou
12% (T12) de glicerina bruta

TO T6 T12 EPM T° L Q

CMS’, Kg/dia 3.4 3,6 3,0 0,25 0,05 0,10 0,05
Ingestédo, min/d 291 316 305 16,7 0,44 049 0,28
Ruminacédo, min/d 479 535 515 16,0 0,05 0,11 0,05
Mastigac&do, min/t 770 851 820 17,9 0,01 0,06 0,02
Ingestédo, min/kg CMS. 97 95 95 10,0 0,99 0,88 0,96

Ruminacédo, min/kg CMS 150 162 158 8,7 0,45 0,40 50,3
Mastigagao, min/kg CMS 247 257 253 16,6 0,82 0,71,620

Erro padrdo das médiad/alor de probabilidade para os efeitos de trataméhy e
contrastes linear (T@s. T12) e quadratico (T&s. TO+T12) de inclusdo de glicerina.
$CMS=consumo de matéria seca um dia antes da meésuia comportamento.
*Mastigacédo=Ingestdo+Ruminacado

A glicerina bruta utilizada neste experimento aumi 7,3% de metanol
na MS, bem acima do teor de 0,5% permitido na Aldraze 0,015% nos EUA
(SELLERS, 2008). Considerando que o teor de MSlinarmna bruta foi 70,2%
da MN, o teor dietético de metanol no T6 foi 0,668 MS e 1,24% no T12,
calculado com base nos teores de 5,8% e 11,9%iadziigh na MS das dietas,
respectivamente (Tabela 1). O consumo calculadoetanol foi 22,3g/d no T6
e 42,1g/d no T12, equivalentes a consumos diarimskg de peso vivo de
114mg e 224mg, respectivamente (Tabela 2). Aqllb metanol foi definida
como 7.000 e 13.000mg/kg para ratos, coelhos ¢ ed2900 e 7.000mg/kg
para primatas (EHC 196, 2010). Apesar da quantidadsumida de metanol ter
sido aparentemente baixa, a suscetibilidade denbsva intoxicacdo por
metanol é desconhecida (BLACK et al., 1985). Sim®rlinicos caracteristicos



78

da intoxicacdo por metanol ndo foram observadog messudo (MCMARTIN et
al. 1975; BAUMBACH et al., 1977).

Tabela 6 Equilibrio acidobasico do sangue jugutaediatamente antes da
alimentacdo de novilhas nos tratamentos com zeéd)y Ekis (T6) ou
12% (T12) de glicerina bruta

TO T6 T12 EPM' T? S T*S L Q
pH 732 7,33 7,30 0,015 022 <001 090 018 0,26
PCG, mm
Hg 31,7 30,7 306 045 0,18 <001 089 009 0,40
Eg’z’ MM 348 357 365 099 047 <001 015 023 095
HCO,, 171 165 154 042 001 <00l 050 <001 0,67
mEqg/L
TCO, 18,1 17,5 16,4 040 <001 <001 063 <00l 0,56
mEqg/L
E;‘S:::SO de 77 78 -85 115 075 <001 045 051 075
satQ, % 60,2 621 623 245 060 <001 063 034 0,80
Oact, 13,6 139 141 057 073 <001 041 045 091
vol%

"Erro padrdo das médiad/alor de probabilidade para os efeitos de tratamém),
semana experimental (S), interacdo entre T e Sn&astes linear (TQss. T12) e
quadratico (T6ss. TO+T12) de inclusdo de glicerinisatQ= % de hemacias saturadas,
30,ct=% de oxigénio no volume total.

Apesar da auséncia de sintomatologia clinica itigecale intoxicagéo
por metanol houve aumento na concentracdo de nhetafoomato no sangue
(Tabela 4). Além disso, os menores valores de pidusaeo, concentragcdo de
diéxido de carbono (TCf e de ions bicarbonato (HGPDnNo sangue jugular
sugerem que houve acidose metabdlica nos animaisraados com glicerina
bruta (Tabelas 6 a 8). O metanol ingerido é meizddd a formaldeido pelo
figado, sendo este transformado em &acido formicOER1955), capaz de
induzir acidose metabdlica. Clay, Murphy e Watk{h975) ao administrarem
4g de metanol por kg de peso vivo por via endoweragacacos obtiveram
variacdo em parametros sanguineos similares aesvald®s neste experimento.
Doze horas apds a alimentacdo houve resposta tjuadsignificativa em
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saturacdo de hemécias por © na PQ plausivelmente correlacionado as
tendéncias também quadraticas de maior CMOD e galghgeso no T6
(LOPES et al., 2010).

Tabela 7 Equilibrio acidobasico do sangue jugud@ Boras apés a alimentacao
de novilhas nos tratamentos com zero (T0), sei¥ ¢UI612% (T12)
de glicerina bruta

TO T6 T12 EPM* T° S T*S L Q

pH 734 735 732 0,009 010 <001 0,71 0,21 0,07

EEQ’ MM 576 249 258 063 <001 <001 063 003 001
PO, mmHg 352 385 353 1,31 0,17 <001 056 0,94060,
HCO;, 148 138 136 079 002 <00l 072 <00l 026
mEqg/L
TCO,,

157 147 144 031 002 <001 085 <001 041
mEq/L
Excessode g9 9o - 052 012 <001 083 007 031
bases 10,2

SatQ, %° 63,5 66,2 621 1,56 0,16 <0,01 0,32 051 0,08
Oxct,vol. % 14,2 148 13,9 0,37 0,17 <001 0,32 051 0,08

'Erro padrdo das médiaSvalor de probabilidade para os efeitos de tratamém),
semana experimental (S), interacdo entre T e Sngastes linear (TQss, T12) e
quadratico (Tévs, TO+T12) de incluséo de glicerin¥satQ= % de hemécias saturada,
30,ct=% de oxigénio no volume total.

A toxidade do metanol esta relacionada a inibicao fakforilacdo
oxidativa pela inibi¢cdo da atividade da citocronxidase C (MARTIN-AMAT
et al., 1977; NICHOLLS, 1975). O acido férmico pasteligar na posi¢éo livre
do ferro heme da citocromo oxidase C, inibindo $igacdo com Q@ e
consequentemente o transporte de elétrons (NICHQLUS75). As
concentragfes de acido férmico que foram inibigdAacitocromo oxidase de
macacos foram de 5 a 30 mM de formato no sangueHNLLS, 1975), que
corresponde a 230 a 1380 mg/L. A concentracdo deafo maxima nesse
experimento foi de 0,34 mg/L de sangue no tratameoitn 12% de inclusédo de

glicerina, aparentemente nao é alto o suficienta pausar sinais de toxidez.
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Tabela 8 Equilibrio acidobasico do sangue jugulazed horas apés a
alimentacao de novilhas nos tratamentos com zd¥y éEis (T6) ou
12% (T12) de glicerina bruta

TO T6 T12 EPM' T? S T*S L Q

pH 730 7,29 7,27 0,02 0,25 <0,01 055 0,10 0,98

ESQ’ MM 343 340 339 08 090 <00l 058 0,66 0,92
PO, mmHg 349 367 347 076 012 <001 0,15 0,86040,
r'j](égft 171 16,3 158 034 003 <001 065 <001 0,72
TCO, mEglL 18,1 17,3 165 042 005 <00l 0,29 0,02 940,
E;gg:so d g3 .92 -85 105 077 <001 079 086 049

SatQ, %° 60,2 62,1 57,1 1,45 005 <001 0,18 0,17 0,04
O,ct, vol. % 13,6 140 129 046 015 <001 0,17 0,24 012

"Erro padrdo das médiaS/alor de probabilidade para os efeitos de tratamém),
semana experimental (S), interacdo entre T e Sn&astes linear (TQss, T12) e
quadratico (Tévs, TO+T12) de incluséo de glicerin¥8atQ= % de hemécias saturada,
30,ct=% de oxigénio no volume total.
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4 CONCLUSOES

A inclusdo de até 6% de glicerina mostrou ser ulmanativa viavel
para o desenvolvimento de novilhas em crescim&ticentanto, a substituicdo
total de milho por glicerina ndo foi satisfatério.

O consumo de até 224mg/kg de peso vivo de metariohdm de
glicerina bruta de biodiesel ndo induziu sintombsiaos de intoxicagdo por
acido férmico em bovinos alimentados por 91 diags nnduziu acidose
metabdlica.

O efeito negativo sobre o teor de glicose no plademaubstituicdo de

milho por glicerina bruta precisa ser melhor corepdido.
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CAPITULO 3 Parametros ruminais e sanguineos de vasasubmetidas a

acidose ruminal com glicerina ou milho gréo
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RESUMO

A glicerina oriunda da industria de biodiesel pgde utilizada na dieta
de bovinos como fonte de energia em substituiciomdbo, porém essa
glicerina é rica em contaminantes, principalmenttamol. Ndo se sabe de
forma eficiente qual o efeito do metanol sobre daitmgismo de ruminantes.
Obijetivou-se avaliarparametros ruminais e sangsinedongo de 24 h de vacas
ndo lactantes apés a infusdo matinal pela canalanal (0,5% do peso vivo) de
milho finamente moido (M), milho reidratado e eadd (MR), glicerina pura
(G) ou glicerina acrescida de 7,2% de metanol (GGljiten de milho foi
acrescido aos tratamentos G e GM para torna-lpsdsgicos relativamente a M
e MR. Quatro vacas mesticas Holandés-Zebu (576436 rkceberam os
tratamentos em Quadrados Latinos 4 x 4 com periddoS d. Amostras do
sangue jugular e do fluido ruminal foram obtidasuianeamente a cada 2 h
por 24 h. Contrastes avaliaram tratamentos: C1 MRvs. G+GM, C2 = G vs.
GM, C3 =M vs. MR. O CMS foi 17,6 kg/d no M, 17,6/@ no MR, 15,2 kg/d
no G e 15,2 kg/d no GMPE0,03 para C1). A degradacao ruminalituda MS
de alfafa, silagem de milho, silagem de cana entitm 6, 12 e 24 horas de
incubacao foi inibida pela glicerin®€0,01 para C1). O pH médi®£0,12 para
C1) e maximo P=0,04 para C1) do fluido ruminal ao longo do diarfenor
nos animais recebendo milho. O teor de N-amontazallmen nos tempos 6 e 8
h apés a infuséo e o teor de N-uréico no plasmemogos 8, 12, 14, 16 e 20 h
foram maiores na glicerina do que no milho, masoo tuminal de aménia 2 h
apos a infusdo foi menor na gliceriQ,01 para C1). O teor de glicose no
plasma foi maior nos animais recebendo glicerimjdd ao maior teor nos
tempos 2, 4 e 6 h apés a infudd@,01 para Cl1l). Ndo houve efeito de
tratamento sobre pardmetros sanguineos descreudmalanco acido-bésico do
sangue venosdP$0,25). A infusdo de glicerina no rimen de vacasilfadas
aumentou o teor de glicose plasmética. Ndo foraserehdos sintomas clinicos
de intoxicacdo por metanol quando vacas recebemfumsdes de glicerina no
rimencom proporcdes de 207 mg de metanol/kg deyweso

Palavras-chave: biodiesel, bovino, glicose, glicen@tanol.
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ABSTRACT

The glycerin from the biodiesel industry can beduisethe cattle diet as
energy source in substitution to the corn, althotigis glycerin is rich in
contaminants, mainly methanol. The methanol effect the ruminant
metabolism is not efficiently known. This paper adrto evaluate ruminal and
blood parameters of non-lactating cows after thening infusion through
rumen cannula (0.5% of body weight) of finely grdworn (C), rehydrated and
ensiled ground corn (MR), pure glycerol (G), oraglsol with 7.2% methanol
(GM). Corn gluten meal was added to treatments &G to achieve similar
N content to M and MR. Four crossbred Holstein-Zebws (576 + 35 kg)
received a sequence of the treatments in a 4 XiA Bguare with 5-d periods.
Samples of jugular blood and rumen fluid were otgdi simultaneously at 2-h
intervals for 24 h after infusions. Contrasts ea##d treatments: C1 = M + MR
vs. GM + G, C2 = G vs. GM, and C3 = M vs. MR. ThkllDvas 17.6 kg/d on
M, 17.0 kg/d on MR, 15.2 kg/d on G, and 15.2 kgid@M (P=0.03 for C1).
Ruminaln situ degradation of DM from alfalfa, corn silage, sugere silage,
and Tifton at 6, 12, and 24 h of incubation washited by glycerol P<0.01 for
C1). Mean P=0.12 for C1) and maximuniP€0.04 for C1) ruminal pH on corn
were lower than on glycerol. Glycerol increased ttantents of ruminal
ammonia 6 and 8 h post-infusions and plasma ur8ad, 14, 16, and 20 h, but
glycerol reduced ruminal ammonia 2 h post-infus{fpr0.01 for C1). Plasma
glucose content was increased by glycerol, dukddrncreased concentrations 2,
4, and 6 h after infusion$£€0.01 for C1). There were no treatment effects on
blood parameters describing the acid-base balana@nous bloodR>0.25).
The infusion of glycerol in the rumen of cows iresed plasma glucose.
Clinical symptoms of methanol toxicity were not ebsed when cows received
glycerol infusions in the rumen with proportion 207 mg of methanol/kg of
body weight.

Keywords: biodiesel, bovine, glucose, glycerol, magiol.
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1 INTRODUCAO

A expansado da industria de biodiesel tem propoationperspectivas
para o uso de glicerol como aditivo em alimentosa panimais.A fim de
aumentar o suprimento de glicose e melhorar osstagiabolico, varios estudos
foram conduzidos nos ultimos anos. Atuando como substrato
gliconeogénico, o glicerol puro tem sido utilizactumo aditivo na alimentacéo
de bovinos (SEAL; REYNOLDS, 1993; LENG, 1970p glicerol é um
substrato fermentavel no rimen (REMOND; SOUDAY; JOLY, 1993;
BERGNER et al.,, 1995) e precursor do gliconeogéni@ metabolismo
hepatico (LIN, 1977). No entanto, apesar de sepraaursor gliconeogénico, os
resultados de pesquisa sobre o efeito da gliceanzoncentracéo plasmatica de
glicose tem sido inconsistente. Alguns autores ew@ontraram diferenca nos
teores de glicose sanguinea quando ingredientd&etig principalmente milho,
foram substituidos por glicerina (OSBORNE et 8002 SHIN; WANG; KIM,
2012), outros autores observaram aumento nos telreglicose plasmatica
(DONKIN et al., 2009) ou mesmo reducédo (ZACARONI12, CARVALHO et
al., 2011). O metanol, principal contaminante daegina bruta, pode estar
afetando a gliconeogénese de alguma forma. O metametabolizado a acido
férmico no figado que causa acidose metabdlica (MINRAMAT et al., 1977)

e também liga a posicdo heme da citocromo oxidakendo sua ligacdo com
0O, e consequentemente o transporte final de elétrara jformar agua
(NICHOLLS, 1975).

A forma de fornecimento da glicerina ao animal pidleienciar a taxa
de absorcdo ou metabolizacdo. Linke et al. (20@Mparando a forma de
fornecimento de glicerol em vacas leiteiras obsamague na forma de drench,
empulsedose, o teor de glicose e insulina plasméticanftibr do que em vacas

gue receberam glicerina misturada na dieta, api@ss$m pico maximo com trés
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horas apés o fornecimento. Esses autores tambéarvabem aumento nas
propor¢cbes de propionato e butirato com diminuid@oacetato ruminal em
animais que receberam glicerina, porém ndo observaliferenca entre as
formas de seu fornecimento.

Alguns autores tem relatado que a digestibilidaneimal da glicerina é
mais rapida que o amido. Essa digestibilidade dtitada por alguns autores
como sendo 90% apds 2 horas de incubacgéo (Bergrdr £995) e 100% de
desaparecimento apés 4 horas (REMOND; SOUDAY; JOYAMN993). No
entanto outros autores observaram digestibilidad@nal mais lenta contag
time maior comparado ao milho (FERRANO et al., 2009ELdéE al., 2011) em
experimentosn vitro de producao de gas. Além disso, glicerina podeeantiar
a digestibilidade da dieta. Wang et al. (2009) olzsam que bois alimentados
com 200 g de glicerol por dia obtiveram maior diidpisdade da MS e do FDN
em suas dietas. Sidekum (2008) em sua revisdo adigd&o de glicerina como
suplemento em dietas de ruminantes, ndo obsereito efa disgestibilidade da
matéria organica do FDN e do amido das dietas. &mraste, Shin, Wang e
Kim (2012) observaram reducdo de 30% na digestdd do FDN no trato
digestivo total quando a glicerina bruta (80,3%pdeeza) substituiu 10% de
ingredientes energéticos da dieta de vacas emcéactdonkin et al. (2009)
também, relataram menor digestibilidade total daNF&n vacas leiteiras ao
substituir grdos de milho por glicerol puro a 501015% de MS.

O objetivo deste experimento foi avaliar parametuosinais e sanguineos
de vacas que receberam pulsos ruminais de gliceurs glicerina acrescida de
7,2% de metanol, milho grao moido fino e milho geidratado e ensilado.



93

2 METODOLOGIA

Quatro vacas mesticas Holandés-Zebu néo lactgrgeando 576 + 35
kg, com canulas implantadas cirurgicamente no dacsal do rimen receberam
uma sequéncia de quatro tratamentos em quatrodperide cinco dias cada,
delineando um experimento em Quadrado Latinos 4xgl.vacas foram
alimentas individualmente em confinamento totaljaalas emtie stall com
camas de areia. Foi feita uma dieta Unica parastodoanimais, denominada
dieta basal. A composi¢cdo com base na matéria gradientes dessa dieta foi
62,5% de silagem de milho, 32,1% de concentradeeotial (SAAG Comercial
Exportadora Ltda, Santana da Vargem, MG) e 5,4%liderina bruta oriunda
de sebo bovino (Tecno-Oil Indistria e Comércio |t#ldombuca, SP), e
composi¢do da dieta em nutrientes de 11,6% deipeoteuta (PB), 51,1% de
FDN, 5,2% de estrato etéreo (EE) e 6,3% de matdinaral (MM). A glicerina
continha 29,8% de umidade, 7,3% de metanol 7,1%HKe 7,9% de MM. A
dieta foi oferecida para todos os animais em tagogatamentos na forma de
dieta completa duas vezes ao dia (7h e 13h).

Os animais foram submetidos a um periodo pré-axeetal de doze
dias, alimentadoad libitum para se adaptarem a inclusédo de glicerina na. dieta
Nesse periodo, o consumo de MS foi mensurado estdéas 7 e 12. Apos esse
periodo, seguiram-se quatro periodos experimetéagsnco dias cada. Nos dias
3 e 4 de cada periodo experimental os animais fatanentados em quantidade
fixa, equivalente a 90% do consumo diario mensurado periodo pré-
experimental, visando manter enchimento de rimastante.

Os tratamentos se constituiram de milho grdao méfdo (M), milho
grao reidratado e ensilado (MR), glicerina pura @@)glicerina acrescida de
7,2% de metanol (GM), infundidos no rimen em pdisse no dia 5 do periodo

experimental, numa propor¢do 0,5% do peso vivo ddacanimal. Nos
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tratamentos com glicerina utilizou-se gliten dehmipara que os tratamentos
ficassem com o mesmo teor de proteina dos trataseotn milho. A glicerina
pura (Glicerina Bidestilada U.S.P., Labsynth Produpara Laboratorio Ltda,
Diadema, SP) continha 99,9% de glicerol. A admia¢ggo de metanol foi feita
para simular a glicerina bruta.

A infusdo dos tratamentos, com base na matérig EBode 2,86+0,16
kg (média + desvio padréo), variando de 2,64 a Rgpfle M, MR, G ou GR.
Essa variacdo ocorreu devido ao peso das vacaw shierentes. No dia da
infusdo dos tratamentos a dieta basal foi ofereaidébitum O consumo de MS
no dia da infusdo dos tratamentos foi mensurackanu® a dieta oferecida e as
sobras diarias para cada vaca. Amostras do coadenta silagem de milho e
da sobra de cada vaca foram coletadas diariamemge gosterior andlise. A
silagem de milho e as sobras foram secas a 55°r&htdu48 horas, em uma
estufa de ventilagdo forcada e em seguida forandasa@m peneira com crivo
de 1 mm em moinho do tipo Thomas - Willey. As amassforam analisadas
para MS (105° C durante 12h), FDN (GOERING; VAN $JE 1970) usando
a-amilase termoestavel, PB por destilador a vaportido Microkjeldhal
(AOAC, 1975).

Amostras de sangue jugular e fluido ruminal forastetmdas a cada 2
horas por 24 horas, iniciando-se antes do fornaettionda dieta e infusdo dos
tratamentos (tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 1418620 e 22 relativos a infusdo
dos tratamentos). Nas amostras de sangue forarisaated teor de glicose,
nitrogénio uréico no plasma (NUP) e equilibrio abtiéisico venoso. Para analise
de glicose e NUP, as amostras de sangue foranadateem tubos contendo 6
mg de fluoreto de potassio e 12 mg de EDTA, cemgaflas a 1118xg por 10min
e o plasma congelado a -20°C até analise labaaht@iteor de NUP e glicose
foram mensurados por métodos colorimétricos enmog{Ureia 500 e Glicose

Enzimatica Liquida. Ambos da Doles Reagente pab@izdodrios Ltda, Goiania,
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GO). Para o perfil acidobasico venoso o sangue ctidetado em tubos
heparinizados e analisado imediatamente ap6s tacehe avaliador de pH e
gases sanguineos AGS22 (Drake, Sdo José do Ry BRit

O fluido ruminal foi coletado no saco ventral dongnh, com auxilio de
um tubo de polietileno, para mensuracdo do pH eauracdo de amonia
ruminal ao longo do dia. O pH ruminal foi mensurachediatamente apds a
coleta, por meio de pHmetro Digimed DM20 (Datameztrumentos Cientificos
e Médicos LTDA, Belo Horizonte, MG). Para concegimde am®nia 25 mL de
fluido ruminal foram rapidamente congelados em pieate de plastico
contendo 0,5 mL de acido sulfarico a 50%. A analsemonia foi realizada de
acordo com a metodologia de Vieira (1980).

Amostras de tifton, silagem de cana-de-agUcagesitade milho e alfafa
foram incubada situ por 6, 12 e 24 horas ap6s a infusédo de cada &atam
para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a debileddade da MS de
diferentes forragens. Em saquinhos com dimensdeksde 10 cm, de tecido
failet foram colocados 5 g de tifton, silagem de canagiear, silagem de
milho ou alfafa, triturado em moinho do tipo Thorvddley, com peneira de
crivo de 2 mm, pesados e lacrados. As forragengsaite serem pesadas e
acondicionadas nos saquinhos de degradabilidadenfmantidas em estufa de
55°C por 72 horas. Para a incubacéo no rimen, esgaisiisas foram colocados
em um saco maior de nylon, com dimensdes de 30or35xontendo peso de
500 g, 0 que o manteve abaixomatruminal. Os saquinhos foram retirados do
rimen em cada horario e congelados, para posteriagem juntamente aos
demais do mesmo periodo. Depois de lavados em @&guante, foram
colocados em estufa ventilada por 72 horas, a 58°gésados para determinar a
degradacéo ao longo do tempo do material incubadomposicéo da forragem

incubada pode ser vista na Tabela 1.
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Tabela 1 Composicdo quimica das forragens que forambadas no rimen, em
% da matéria seca.

Forragem PB EE MM FDN CNF*
Alfafa 17,9 1,6 7,5 51,4 21,6
Silagem de Milho 6,5 2,0 42 66,4 20,9
Silagem de Cana 3,0 1,0 3,3 68,1 24,6
Tifton 11,4 1,0 5,9 72,7 9,0

ICNF = 100 — (PB + EE + MM + FDN)

2.1 Andlises estatisticas

As variaveis mensuradas ao longo do tempo foranisadas pelo
procedimento MIXED do SAS (LITTELL; MILLKEN; STROUP1996). O
modelo estatistico abordou efeito fixo de peridditamento, tempo, interacéo
de tempo mais tratamento e efeito de erro. Anieahteracdo de animal,
periodo e tratamento foi considerado com efeit@té&t@®. As estruturas de
covariancia utilizadas foram definidas pelo craérde Akaike dentre
autorregressiva de ordem 1, simetria composta eesfiaturada. As variaveis
mensuradas uma vez durante o periodo experimemtahodelo estatistico
continha efeito fixo de periodo e tratamento, sem@mimal considerado como
efeito aleatério. Trés contrastes pré-planejadoanfotestados: 1) adicdo de
glicerina pura e glicerina acrescida de 7,2% dean@tersusadicdo de milho
grédo moido fino e milho grao reidratado e ensil@@ib=M+MR vs. G+GM); 2)
adicdo de glicerina pungersusglicerina acrescida de 7,2% de metanol (C2=G
vs. GM); 3) adicdo de milho grdo moido fino versuitho grdo reidratado e
ensilado (C3=M vs. MR).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo de matéria seca (CMS), mensurado no aianfdsao
ruminal dos tratamentos, ndo diferiu quando o nufanacrescido em 7,2% da
MS ou ndo no rimen das vacas (TABELA 2). No entaaf® vacas que
receberam G ou GM apresentaram reduc¢do de 12, ¥ndemo de MS no dia
da infusdo comparado com as vacas que receberam MRo(P=0,03). Esse
menor consumo foi acompanhado de reducédo de 13:B#egradabilidade da
MS de forragens infundidas no rimen por 24 hofs0,03). A menor
degradabilidade das forragens, observada desderimgiras 6 horas de
incubacdo BP=0,01), pode explicar o menor CMS quando G ou GM fo
infundido no rimen ao invés de M ou MR. O compodamm da
degradabilidade da forragem da dieta a base dgesilale milho pode ter sido
semelhante ao da silagem de milho incubada, primpmaiedo uma menor
ingestao por limitagcdo fisica de consumo (ALLEN;AR-ORD; OBA, 2009).
Van Cleef et al. (2014) observou uma tendéncieedagdo no CMS de bovinos
da raca Nelore quando foram alimentados com mais5% de glicerina (base
na MS), o que esta em consonancia com este expeargae correspondeu a
mais de 18% de glicerina, se for considerado quimfasdo média dos
tratamentos foi de 2,68 kg e que os animais comauml5,2 kg de MS médio
nos tratamentos com glicerina no dia da infusa@sApde alguns autores terem
observado reducdo apenas na digestibilidade da M#Oe a maioria dos
trabalhos tem mostrado reducéo na digestibilidadel@N. Parsons e Drouillard
(2010) observaram reducdo de 20% de digestibilidagarente no trato
digestivo total do FDN da dieta, quando glicerioaiicluida em 4% na MS da
dieta total de bovinos em confinamento. Schneidei), ao comparar dietas
de novilhas mesticas, alimentandas com 0, 4 ou 8%literina bruta em

substituicdo ao milho, observou diminuicéo lineadigestibilidade da MS, MO
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e FDN e Lage et al. (2010) observaram efeito qui@dr&obre a digestibilidade
do FDN, obtendo melhor digestibilidade, quando 7@®glicerina foi incluido
na dieta de ovinos. Apesar de nao ter sido analiaadkegradabilidade do FDN
das forragens neste experimento, parece plausixplica a menor
degradabilidade da MS das forragens pela menoadabitidade do FDN.

Tabela 2 Consumo de matéria seca e degradabilidateal de tifton, silagem
de cana, silagem de milho e alfafa incubados mopds 6 (DEG 6),
12 (DEG 12) e 24 (DEG 24) horas em vacas submetatss
tratamentos milho seco moido (M), milho reidratdhtR), glicerina
purificada mais gliten de milho (G), glicerina ficada mais gliten
de milho contaminada com 7,2% de metanol (GM)

M MR G GM _EPM  Trat For Int C1 c2 C3

CMS,kg/d 176 17,0 152 152 1,04 0,11 0,03 095 0,60
DEG6, % 251 238 209 219 091 005 <001 051 0,01 0M32
DEG12.% 29,6 29t 25%&% 252z 09 <0,01 <001 05¢ <001 0,7¢ 0,6f
DEG24,% 41,1 383 339 345 1,70 0,03 <0,01 0,11 <0,01 0,024

EPM = Erro padréo das médias. Trat = Probabiliqetea o efeito de tratamento. For =
Probabilidade para o efeito de forragem. Int = Bbilllade para a interagdo entre
tratamento e forragem. CMS= Consumo de matéria secalia da infusdo dos
tratamentos. Contrastes: C1=M+MR vs. G + GM. C2sGGM. C3=M vs. MR.

A infusdo ruminal de G ou GM em compara¢édo ao MR fdduziu a
degradabilidade da matéria seca de amostras da alfan 6 e 12 horas de
incubacao, da silagem de cana com 12 e 24 h dbdnéo, do tifton com 6, 12 e
24 horas de incubacdo e da silagem de milho cond2ds de incubacéo
ruminal (P<0,05, Figura 1). Quando MR foi infundido no rameouve uma
diminuicdo na degradabilidade do tifton em 24 ha@sncubacéo (Fgura 1). A
digestibilidade ruminal do amido poderia ter redoz digestdo da forragem em
consequéncia da menor digestibilidade da fibra (THER et al., 1999) em
funcdo do menor pH (DILORENZO et al., 2011), sabidate depressor da
atividade fibrolitica (STROBEL; RUSSELL, 1986). Eetanto, ndo houve
diferenca do pH ruminal das vacas que receberamanfruminal de milho ou

glicerina (Tabela 3).
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Figura 1 Degradabilidade ruminal da matéria secag(DMS) da alfafaEf ),
silagem de milho{ ), tiftonD ) e silagem de ca=R ihcubados por
seis, 12 ou 24 horas ap0s a infusédo ruminal deongjtio moido fino
(M), milho gréo reidratado e ensilado (MR), gliceri pura (G),
glicerina acrescida de 7,2% de metanol (GFRQ,05 para efeito de
tratamento e forragem), *(P<0,05 para efeito ddreste) (G+GMvs
M+MR e tTMvsMR para cada forragem).



100

Apesar de ndo ocorrer interagdo entre forragemataniento houve
diferen¢a P<0,01) na degradabilidade nos tempos 6, 12 e Zakhd® incubacéo
entre as forragens (TABELA 2). A degradacdo rumdwlmatéria seca, como
porcentagem do incubado nos tempos 6 e 12, foraor pera alfafa seguido da
silagem de milho, silagem de cana e tifton (FIGURA Ja no tempo 24 a
degradabilidade ruminal do tifton foi maior queilagem de cana. A alfafa
apresenta baixa digestibilidade de fibra (CABRALa&t 2000), no entanto
apresenta baixo teor de FDN (TABELA 1). Esse meanor de FDN permite
classificar a alfafa como alimento de alta qualedatl fibra da alfafa tem maior
habilidade que feno de gramineas e silagem de n@tholigar a cations,
trocando K, Cd e Mg por H+ quando o pH diminui (MCBURNEY; VAN
SOEST; CHASE, 1983). A inibicdo da degradabilidadm adi¢do de G e GM
ocorreu apenas nas primeiras horas, no entant&canismo que explica isso
nao é claro. A MS da silagem de cana foi mais dEye no ramen nas
primeiras 6 horas, mas 12 horas nao diferiu dortjftnenor que o tifton em 24
horas de incubacao (Figura 2). Isso pode ser exjadipela maior quantidade de
aclcar da cana, sendo mais rapidamente fermemt@kdaixa qualidade da fibra
da cana (CORREA et al. 2003) apresentando menoadigjlidade com 24

horas de incubacgéo
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Horas apos a infuséo

Figura 2 Degradabilidade da matéria seca (MS) fdéaal—m—), silagem de
milho (ees#ee), silagem de cana (o- -) e tifton ~ —a— —) apos

inducdo de acidose ruminal por glicerol e milRe@,01 para efeito de
forragem, tempo e interacdo, tempo forragePy0(05 *para efeito de
contraste entre alfafa e silagem de milho), (Tedeito de contraste
entre silagem de milho e tifton) e (¥para efeitcdetraste entre tifton
e silagem de cana em cada tempo).

A glicerina quando infundida no rimen parece amt@seuma taxa de

desparecimento maior que o amido. Toda glicerisagkreceu do rimen apés 4
horas de dosagem em vacas recebendo 240g (REMODIDDAY; JOUANY,
1993) ou bois recebendo 200g (KIJORA et al., 1@@8ylicerina enpulse dose,

por meio de fermentacdo e absorcdo no rumen. Adexdigestdo ruminal do

amido de milho varia de acordo com a vitreosidamendho (CORREA et al.,
2003) e método de processamento (BITENCOURT, 204 2axa de absorcédo
de glicerina responde de forma linear a sua coragtd no ramen (OMAZIC,

2013). Assim, quando ocorre administracdo em pulese de grandes

guantidades de glicerina, como ocorreu neste @rpeatd, ela tera uma maior

absorcéo que fornecida na forma de TMR ao longdid@e, consequentemente,
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maior disponibilidade para a gliconeogénese (GGHBPRST, 2001; LINKE et

al., 2004). Isso pode ser explicado pelo maior t®rglicose sanguineo em
animais que receberam infusdo de G ou GM, compsrads animais que
receberam M ou MR evidenciado nas 6 primeiras h@a8,05) e sem efeito
nas horas seguintes. (Tabela 3 e Figura 5).
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Tabela 3 Avaliacdo do pH ruminal médio, minimo, neato que ocorreu 0 minimo apoés alimentacdo, maxiemopo de pH<5,8 e tempo de
pH<5,5, concentracdo de NH3 do rimen, nitrogéngéicarno plasma (NUP) e glicose no plasma de vadawmetidas aos tratamentos de milho
seco moido (M), milho gréo reidratado e ensilad&)Mylicerina pura (G) e glicerina acrescida dé«/¢d& metanol (GM).

M MR G GM EPM'  T° H T™H C1 c2 C3

pH médio 5,58 5,53 5,59 5,68 0,404 0,29 <0,01 0,640,12 0,30 0,57
pH minimo 5,06 5,05 4,86 5,14 0,173 0,67 0,73 70,2 0,95
pH minimo, hora apés alimentacéo 13,5 15.5 13,5 016, 2,102 0,72 0,82 0,43 0,63
pH méaximo 6,40 6,39 6,61 6,79 0,145 0,15 0,04 50,3094
Tempo pH<5,8, minutos 1045 1017 1150 924 111,8 0,09 0,91 0,02 0,71
Tempo pH<5,5, minutos 721 697 666 619 156,9 0,84 0,46 0,71 0,85
NHs, mg/dL 5,68 5,57 6,00 6,10 0,380 0,78  <0,01 0,01 380 0,85 0,83
NUP, mg/dL 9,45 9,34 10,59 10,05 0,440 0,22  <0,01 ,020 0,24 0,24 0,81
Glicose, mg/dL 69,32 70,18 75,31 75,30 4,138 0,02 0,0 0,14 <0,01 0,99 0,66

"Erro padrédo das média¥alor de probabilidade para e feitos de tratamén}phoras apés a infusdo dos tratamentos (H 5 8, @, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22), interac¢des T e H, contrastes C1=M+ME+GM, C2=MvsGM, C3=MvsMR.
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Tabela 4 pH ruminal e sanguineo, gasometria dousajugular, nitrogénio uréico (NUP) e glicose naspha e N-amoniacal no rimen de vacas
submetidas aos tratamentos de milho seco moidor(iihp reidratado (MR), glicerina purificada maigitgn de milho (G), glicerina
purificada mais glaten de milho contaminada corf6/¢2 metanol (GM).

M MR G GM EPM* T H T*H Cc1 c2 C3
pH sangue 7,37 7,38 7,37 7,37 0,010 0,88 0,02 1,00 0,66 0,56 0,85
PCO,, mmHg 29,80 29,88 31,88 31,20 1,325 0,65 0,03 1,00 025 ,730 0,97
PO,, mmHg 34.91 34,74 36,38 36,13 2.22 0,86 0,02 0,85 042 920, 094
HCO'5, mEq/L 17,50 17,54 18,69 17,92 0,842 0,78 0,14 1,00 045 540 0,85
TCO,, mmHg 18,42 18,66 19,67 18,88 0,880 0,77 0,12 1,00 044 550 0,86
Excesso de bases -5,76 -5,51 -4,98 5,73 0,813 0,90 0,24 1,00 0,74 ,540 0,83
SatO, %* 63,81 65,50 66,26 67,08 1,463 0,58 0,04 1,00 0,27 ,780 0,57
O.ct, vol. %? 14,43 14,56 14,95 15,19 7,82 0,53 0,11 0,99 0,19 730, 0,86

"Erro padrdo das médiad/alor de probabilidade para os efeitos de trataméfj, horas apds a infusdo dos tratamentos(Hgragbes T e H, contrastes
C1=M+MR vs. G + GM, C2=G vs. GM, C3=M vs. MBatQ= % de hemacias saturadascCO- % de oxigénio no volume total.
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Os dados de pH ruminal estdo apresentados na Tébélauve uma
tendéncia de maior pH ruminal para as vacas qubeeam infusdo ruminal de
G e GM comparada com as vacas que receberam M PMR12), reforcando
a hipétese que a parte da glicerina foi absorviaa ser metabolizada (LINKE
et al., 2004). Essa tendéncia é acompanhada comiar pH maximo paras as
vacas que receberam G e GIR&(,04). O ph ruminal minimo, tempo de pH<5,5
nao foram afetados com a infusdo dos tratamentmsntanto, o tempo de pH
ruminal abaixo de 5,8 foi menor quando a glicerioaacrescida a 7,2 na
glicerina pura.

Os animais, independente do tratamento, apresemtcaiose ruminal
subaguda (ARSA) (Tabela 3 e Figura 4), definida@g@H ruminal abaixo de
5,8 por mais de trés horas por dia (PLAIZER et2lQ9). Essa acidose ocorre
devido a taxa de producéo de acidos graxos volateismen excederem a taxa
de remocdo através de absor¢cdo ou passagem (OWENS., €1998),
acumulando-se no rimen. Os animais tiveram pH rainaipaixo de 5,8 por 15 a
19 horas e abaixo de 5,5 aproximadamente 12 hewvetenciando a gravidade
da ARSA. A quantidade de substrato altamente fetdmehno ramen foi capaz
de causar acidose ruminal severa com pH minimooeno e 5,03. Os acidos
produzidos no rimen sdo absorvidos pela sua mymmendo ocorrer acidose
metabdlica, dependendo do grau de compensac¢éo rdpada bicarbonato
(OWENS et al., 1998). No entanto, apesar de teridooARSA severa, sempre
gue havia alteracdo no pH sanguineo era acompamiuaiddteracdo oposta na
PCGQ, como forma de compensar e nao ter grandes dtsap pH (Figura 4)
(DAVEMPORT, 1974).

Os dados de pH sanguineo e equilibrio acidobagiooso podem ser
vistos na Tabela 4. N&o houve diferenga entren@nttéos para as variaveis
analisadas. Apesar de o pH sanguineo apresentatrodeos padrdes

considerados normais para acidose ou alcalose dtietalpH entre 7,35 e 7,45,
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JONES, 2010), o baixo valor de PC(Onenor que 40 mmgHg), bicarbonato
(menor que 24 mEg/L de sangue) e o déficit primdgobases (representado
pelo excesso de base em média -5,55 mEg/L de sangliea que houve
acidose metabdlica com compensacdo respiratéria amimais quando
submetidos a acidose ruminal, apds a infusdo @sntentos. Goad, Goad e
Nagaraja (1998) e Brown et al. (2000) observarana whminuicdo do pH
sanguineo, concentracdo de HC®excesso de base em novilhos com desafio
de gréos, mostrando que a carga de acido no raow giminuir o HC@ no
sangue. Faverdin, Bareille e Vérité (1999) enceoainacorrelagdo negativa entre
HCOs do sangue e acidos graxos volateis no rimen desvdda entanto,
Apper—-Bossard et al. (2010) ndo encontraram cgdel&ntre pH sanguineo e
ruminal, quando vacas em lactacdo receberam dietasiveis de concentrado
diferentes. Isso pode ser explicado por respostapensatdrias no animal com
0 intuito de evitar a variagdo pH sanguineo. Egsesmos autores observaram
uma tendéncia de reducao na B@QOando as vacas foram submetidas a acidose
ruminal.

O pH maximo e minimo do rimen foi correlacionad@aas de uma
correlagdo de Pearson, utilizando o PROC CORR d® &#n as variaveis de
mesmo tempo mensuradas no sangue, no dia da irdos&oatamentos (Tabela
5). O pH sanguineo néo teve correlacdo com o pHhaipevidenciando efeito
compensatério na tentativa de manter o pH sanguinsoniveis fisiol6gicos
(JONES, 2010). Essa compensacdo € evidenciada coomrelacdo positiva
(P<0,01) entre pH ruminal e PGCQCO; total, HCQ- e excesso de base. Quando
0 pH sanguineo tende a aumentar ha uma compensag&olivres na corrente
sanguinea combinam-se com o bicarbonato, formaoito &arbdnico que é
rapidamente convertido em ¢® agua através da anidrase carbénic® (M
CO, & H,COsH+ HCO;, DAVENPORT, 1974). Receptores quimicos

detectam o aumento no €@ consequentemente aumentam a frequéncia
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respiratéria para eliminar o G@roduzido (DAVENPORT, 1974), diminuindo a

PCQ, sanguinea em caso de acidose metabdlica com ceagdenrespiratéria.

Tabela 5 Correlacdo de Pearson do pH ruminal esstatidobasico do sangue
venoso no tempo zero relativo a indugdo de acidose tempo de
pH ruminal minimo apds administracdo dos tratansemtitho moido
fino, milho gréo reidratado e ensilado, glicerinage glicerina pura
acrescida de 7,2% de metanol.

Sangue venoso Correlagéo (%) P

pH -14,2 0,45
PCG 57,0 <0,01
PO2 -7,2 0,70
HCO; 52,4 <0,01
COstotal 53,0 <0,01
Excesso de Base 42,8 0,02
SatQ -7,6 0,69
O.ct 7,7 0,69

Tempo médio de pH ruminal minimo=14h30min + 3h27aqds a infusdo dos
tratamentos, Sat® % de hemacias saturadasciG= % de oxigénio no volume
de sangue total.

Apesar da diferenga numérica na concentragdo de &ll@amonia no
rimen (Tabela 5), o nimero de unidades experinent foi suficiente para
provar uma diferenca estatistica entre tratame(®e8,22). Entretanto, houve
uma interacdo de tempo e tratamento para concéotdg NUP e amonia no
rimen P<0,02). A concentragdo de amobnia no rimen das wpeaseceberam
G ou GM foi menor que 2 horas apés a infusdo daartrentos, comparados ao
M e MR, no entanto, foi maior, com 6 e 8 horas @ diferiram apos 10 horas de
infusdo dos tratamentos. Ja o NUP foi maior no teBporas e apés 12 horas
de infusdo dos tratamentos. A menor concentracdanuznia no rimen nas
primeiras horas e a maior concentracdo de NUP 8ptaras de infusdo dos
tratamentos demonstra que a glicerina pode mamipulambiente ruminal,
através da eficiéncia de utilizacdo do N por mganismos no ramen. Hales et
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al. (2013) observaram menor concentracdo de amdnimal apos 3 horas de
suplementacéo de 5 ou 10%, em comparagdo com (b&u d& glicerina com
base na matéria seca em substituicio ao milho, ieta de novilhos em
crescimento.

A concentracdo de amobnia no rimen apresentou pmosduas horas
apoés a infusdo dos tratamentos com a primeira atagéo das vacas e duas
horas apés a segunda alimentacéo (Figura 3). Cepdnpico de amdnia no
rimen foi acompanhado com pico de NUP quatro hapis a infusdo dos
tratamentos e primeira alimentagdo dos animaig€nposem apresentar alguma
alteracdo sanguinea ap0s a segunda alimentac&od&s foi semelhante ao de
Gomide (2012) quando mediu NUP e aménia ruminalmesmos tempos ao
longo do dia. Isso pode ser explicado pelo segymzioruminal de ambnia ser
no momento de menor pH ruminal. A forma de absorgéepitélio ruminal é
na forma passiva, no entanto ela tem que estasrmafndo ionizada (SMITH,
1975). O pH ruminal parece ser o fator mais impeana determinacdo da
absorcdo da amonia, pois quando abaixa o pH ruraiahonia fica ionizada,
prevalecendo a forma NH e diminuindo a absorcédo que € principalmente na
forma de NH (VISEK, 1984). O tratamento com milho reidratadsespntou
maior pico de NUP que os demais, 4 horas apésiadafruminal. (FIGURA 3).
Entretanto, esse tratamento teve menor NUP apésa,ipermanecendo até as
22 horas da infusdo ruminal. Esse aumento do NWPvaeas que receberam
MR, nas primeiras horas ap0s a infusdo, pode splicado pela maior
concentracdo de ambnia quando o milho é reidratad@nsilado em
consequéncia da hidrélise das prolaminas do mFERRARETO et al., 2014).
O aumento do NUP nos tratamentos com glicerinas apés horas da infuséo
dos tratamentos, pode ser explicado pela alta texalesaparecimento da
glicerina nas primeiras horas, explicado por (RENIDNSOUDAY E
JOUANY, 1993). Apesar de nao ter efeito de tratame¢h=0,80) (TABELA
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12), aménia ruminal apresentou uma interacdo etd@mepo e tratamento
(P<0,05) com comportamento semelhante ao N do saffgf&JRA 3). A
maioria dos trabalhos que avaliaram a inclusdolidergpa na dieta observou
reducdo de NUP, N-amoniacal no rimen (SHIN; WANGIMK 2012;
DEFRAIN et al., 2004) ou N-uréico no leite (DONKH#Y al., 2009). Ha indicios
gue o glicerol, combinado com o amido, pode prdposer sincronismo dos
microrganismos ruminais em utilizar N (HALLES et &013).
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Figura 3 Concentracdo de amdnia no rimen e nitfogéréico no plasma
(NUP) e no nitrogénio de vacas ao longo do dia apadministracéo
dos tratamentos milho grdo moido fino (M)—&—), milho grdo
reidratado e ensilado (MR} 0- =), glicerina pura (G) -®- -),

glicerina acrescida de 7,2% de metanol (GMA(=) (P>0,22 para
efeito de tratamentoP<0,02 para efeito de tempo e interacédo
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tratamento e tempo. P<0,01 efeito de contraste entre G+QGM
M+MR).
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A infusdo ruminal de G ou GM em vacas aumentouivsiside glicose
plasméatica em comparacdo a vacas que receberasédnfde M ou MR
(P<0,01, TABELA 5). Esse aumento ocorreu devido aomaoncentracdo de
glicose nas seis primeiras horas apés infusdo (RiSW). O aumento de
glicose plasmatica nas vacas tratadas com glicaramprimeiras horas apds a
infusdo no ramen, pode ser explicado pela altaciddde de absorcdo quando
adicionada enpulse doseno rimen (REMOND; SOUDAY; JOUANY, 1993;
KIJORA et al.,, 1998; OMAZIC, 2013). Esses dadosiesle acordo com 0s
observados por Goff e Horst (2001) que adicionatagou 3 litros de glicerina
via sonda esofagica em vacas e observaram aumezif @0 e 25% de glicose,
respectivamente, 30 minutos apos a infusdo, perceade mais alto que o
controle por 8 horas e voltando a niveis basais2dnhoras. Os dados da
literatura sugerem que a forma como a glicerinaognetida ao animal
influenciar4 no teor de glicose sanguinea. Linkale(2004), ao comparar a
forma de fornecimento de glicerina observaram gaeay em lactacéo,
recebendo 800 g de glicerol galsedose, apresentaram maior concentracao de
glicose plasmatica que vacas recebendo gliceristurada na dieta total. No
entanto, os dados na literatura ainda sédo incensést, pois alguns autores tém
observado reducéo no teor de glicose com a inclde&gicerina bruta na dieta
(DEFRAIN et al., 2004, ZACARONI, 2010) e pura (CARMHO et al., 2012).
Shin, Wang e Kim (2012) ndo observaram efeito 00 tke glicose plasmatica
guando vacas receberam glicerina bruta em sulgSiituia ingredientes

energéticos da dieta.
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Figura 5 Concentracdo de glicose no plasma de \axdsngo do dia apos a
administracdo dos tratamentos milho grdo moido (M (—m—),

milho gréo reidratado e ensilado (MR)-{0--), glicerina pura (G)+

-®- -), glicerina acrescida de 7,2% de metanol (GMA¢= (P=0,02
para efeito de tratamentB<0,01 para efeito de tempf=0,14 para
efeito de interagdo tratamento e tempo, *P<0,0la pefeito de
contraste G+GMs M+MR e $P=0,05 para efeito de contrastevi
MR.
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4 CONCLUSOES

O metanol ndo alterou os pardmetros ruminais eusa@gs em vacas
gue receberam pulse dose de glicerina ou glicesitr@scida com 7,2 de
metanol, milho grdo moido ou milho gréo reidrataensilado. Porém, a
infusdo ruminal de glicerina reduziu a degradabdielda MS de alfafa, silagem
de milho, silagem de cana e tifton em comparagafuado de milho moido fino
ou milho reidratado e ensilado.

A glicerina, em grandes dosagens ruminais, foigficiente quanto o
milho em induzir acidose ruminal, no entanto, pare® degradar mais
rapidamente, pois foi mais eficiente em curto pramo reter nitrogénio no
rimen. O teor de glicose sanguineo foi maior entocprazo, evidenciando
absorcao de glicerol e consequente metabolizagéoose.

O pH sanguineo ndo altera muito ao longo do dia de foi
correlacionado com o pH sanguineo, mas a A@Gangue venoso mostrou ser
um bom indicador de acidose ruminal.
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