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RESUMO

Objetivou-se estudar os efeitos da inclusdo de glicerina de biodiesel de soja nas silagens
de cana-de-acucar e milho para avaliar a conservagdo, a composicdo quimica, a
digestibilidade, a degradabilidade e também observar a influéncia da silagem de milho
com a adicdo de 15% glicerina sobre a qualidade de odcitos e producgdo in vitro de
embribes de fémeas holandesas. A cana-de-actcar e o milho foram ensilados com zero,
5, 10, 15 e 20% de glicerina em silos experimentais de PVC, abertos aos 68 dias para
avaliar a estabilidade aerdbia, a temperatura e pH na silagem, nos tempos de 0, 24, 48,
72, 96 e 120h. Avaliou-se a composicao quimica, a digestibilidade in vitro da matéria
seca (DIVMS) e digestibilidade in vitro da parede celular (DIVPC) em incubadora
artificial. Em trés bovinos com fistula ruminal, avaliou-se a degradabilidade in situ da
MS, o desaparecimento da fibra em detergente neutro (FDN) e da proteina bruta (PB)
das silagens, com amostras incubadas 0, 2, 6, 12, 24, 48,72 e 96h. Nas silagens de cana-
de-acucar observaram-se aumentos (P<0,05) da matéria seca (MS), nutrientes
digestiveis totais (NDT), matéria mineral (MM), carboidratos ndo fibrosos (CNF) e a
reducdo de (P<0,05) FDN, PB, fibra em detergente acido (FDA) e extrato etéreo (EE) a
medida que a incluséo da glicerina foi maior. A DIVMS nas silagens de cana-de-agucar
com 15% ( 64,45%) e 20% de glicerina (68,70%) foram superiores as com zero
(45,5%), 5% (53,03%) e 10% (56,04%). A DIVPC nos niveis de 10%(37,28%),
15%(37,11%) e 20%(41,52%) foram maiores em relacdo aos niveis zero (27,38%) e 5%
(29,29%). Na degradabilidade efetiva da MS foram observados aumentos na porcao
soluvel (a), reducdo da fracdo insolivel, potencialmente degradavel (b) e aumento da
constante de degradabilidade da fracdo (c) das silagens de cana-de-agucar com 5, 10, 15
e 20% de glicerina (P<0,05) em relacdo as controles. Houve maior estabilidade aerdbia
nas silagens de cana-de-agucar com glicerina onde o pH e temperatura médios foram
menores ao final de 120 horas nos niveis com 15% (pH 3,71 e 19,5°C) e 20% (pH 3,65
e 17°C) comparado ao controle (pH 6,00 e 26,6°C). Nas silagens de milho observaram-
se aumentos (P<0,05) de MS, CNF, MM e a reducédo (P<0,05) de FDN, PB, FDA e EE
a medida que a inclusdo da glicerina foi maior. O teor de NDT estimado nas silagens
com 5, 10, 15 e 20% de glicerina foram superiores ao controle, sendo de 2,13; 8,95;
10,33 e 13,13%, respectivamente. O pH e a temperatura médios das silagens de milho
ao final de 120 horas com 10% (pH 3,9 e 20,7°C), 15% (pH 3,8 e 20,5°C) e 20% (pH
3,6 € 19,7°C) de glicerina se mantiveram inferiores aos niveis 0 (pH 4,7 e 21,7°C) e 5%
(pH 4,2 e 22,6°C). A DIVMS nas silagens de milho com 10%(85,13%), 15% (86,95%)
e 20% (89,18%) foram superiores que as com 0 (74,49%), 5%(79,89%) e de glicerina.
A DIVPC das silagens de milho com 20% (46,72%) e 10% (40,19%) de glicerina foram
superiores (P<0,05) as com 0 (26,65%), 5%(32,29%) e 15% (39,35%). A
degradabilidade efetiva da MS nas taxas de passagem de 2, 5 e 8%/h na silagem com
20% de glicerina, 81,94; 76,20 e 68,99 respectivamente foram melhores em relacao as
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com zero (64,89; 54,98 e 51,21), 5% (71,31; 61,88 e 58,07), 10% (75,56; 67,98 e 64,76)
e 15% (79,73; 72,54 e 69,69). Dez fémeas com condicdo corporal entre 3,0 e 3,75
pontos na escala de 0 a 5 pontos, peso vivo de 555,90+87,54kg com 50,69+13,20 meses
de idade, sendo seis vacas em lactacdo, trés vacas secas e uma novilha, que foram
divididas aleatoriamente em: cinco controles e cinco recebendo 15% de glicerina na
silagem. Sincronizaram-se as ondas foliculares e realizaram-se quatro aspiragoes
foliculares com intervalos de 15 dias. Os odcitos foram classificados e transportados
para o laboratdrio, iniciando os procedimentos de fecundagdo in vitro. Coletou-se
sangue dos animais as 7, 9, 11, 13, 15, 17 e 19h para medir a glicemia. No grupo tratado
com glicerina foram aspirados 132 o6citos com 105 vidveis e no controle foram
aspirados 90 od6citos com 81 viaveis, sem haver diferenga (P>0,05) entre os viaveis e
ndo viaveis. Nao houve diferenca na persisténcia dos embrides viaveis observados aos
sete, oito e nove dias (P>0,05). Aos sete dias, 0 grupo controle produziu 19 embrides e
0 grupo que recebeu glicerina na dieta produziu 27 embrides. Observou-se diferenca
(P<0,05) nas probabilidades entre embribes ndo viaveis e o0citos aspirados com
resultado desfavoravel para o grupo controle (0,40) em relacdo aos tratados com
glicerina (0,27). Nao foram observadas diferencas na glicemia média (P>0,05) pré e
pos-prandial, nos animais tratados com glicerina (75,69 mg/dL) em relacdo aos
controles(71,69 mg/dL), sendo que a media geral estimada em funcdo do tempo foi de
71,68 mg/dL. Os resultados demonstram que a glicerina adicionada as silagens de milho
e cana-de-agucar melhorou a estabilidade aerdbia, aumentou a energia do material
ensilado, a digestibilidade e a degradabilidade. A glicerina adicionada a silagem de
milho da dieta de fémeas holandesas gerou variagdes pontuais do nivel da glicose
sanguinea, nos animais, mas na analise média ndo hove diferenca. Ndo houve influencia
da glicerina adicionada a dieta na producdo e melhoria da qualidade dos odcitos e
embrides ou na persisténcia da viabilidade dos embrides.

Palavras-chave: degradabilidade in situ, digestibilidade in vitro, estabilidade aerobia,
fertilizacdo in vitro, glicerol



ABSTRACT

The study was carried out with the objective of studying the effects of adding glycerol
from soybean biodiesel to sugarcane and corn silages to evaluate the conservation,
chemical composition, digestibility, degradability and also to observe the influence of
corn silage with the addition of 15% of glycerin on oocytes quality and in vitro embryos
production of female Holstein. The sugarcane and corn silage were ensiled with 0, 5,
10, 15 and 20% of glycerin in experimental PVVC silos. The silos were opened at 68
days to evaluate the aerobic stability, temperature and pH in the silage, at times of 0, 24,
48, 72, 96 and 120h. The chemical composition, in vitro digestibility of dry matter
(IVDDM) and in vitro digestibility of the cell wall (IVDCW) were evaluated in an
artificial incubator. Other aspects were evaluated in three cattle with ruminal fistula,
such as the in situ disappearance of dry matter (DM), neutral detergent fiber (NDF) and
crude protein (CP) of the silages which were incubated at 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 and 96h.
In sugarcane silages increases were observed (P <0.05) for DM, total digestible
nutrients (TDN), mineral matter (MM), non-fiber carbohydrates (NFC) and reductions
for (P <0.05) NDF, CP, acid detergent fiber (ADF) and ether extract (EE) as the
inclusion of glycerin was higher. The IVDDM in silages of sugarcane with 15%
(64.45%) and 20% of glycerin (68.70%) were higher than those with zero (45.5%), 5%
(53.03%) and 10% (56.04%). The IVDCW in levels of 10% (37.28%), 15% (37.11%)
and 20% (41.52%) were higher compared to the levels zero (27.38%) and 5% (29 29%).
In the effective degradability of DM increases were observed in the soluble portion (a),
a reduction in the insoluble fraction, potentially degradable (b) and an increase in the
degradability constant fraction (c) of sugarcane silages with 5, 10, 15 and 20% of
glycerin (P <0.05) compared to controls. There was higher aerobic stability for the
sugarcane silage with glycerin in which the pH and the average temperature were lower
at the end of 120 hours at 15% (pH 3.71 and 19.5 ° C) and 20% (pH 3.65 and 17 ° C)
levels compared to control (pH 6.00, 26.6 ° C). In corn silage increases were observed
in (P <0.05) DM, CNF, MM and reductions in (P <0.05) NDF, CP, ADF and EE when
the inclusion of glycerin was higher. The TDN content of silages with 5, 10, 15 and
20% of glycerin were superior to the control, being 2.13, 8.95, 10.33 and 13.13%
respectively. The pH and average temperature of the corn silage at the end of 120
hours with 10% (pH 3.9 and 20.7 ° C), 15% (pH 3.8 and 20.5 ° C) and 20% (pH 3 6,
and 19.7 ° C) of glycerin remained below the levels 0 (pH 4.7 and 21.7 ° C) and 5% (pH
4.2 and 22.6 ° C). The IVDDM in the corn silage with 10% (85.13%), 15% (86.95%)
and 20% (89.18%) were higher than those with 0 (74.49%), and 5% (79, 89%) of
glycerin. The IVDCW of corn silage with 20% (46.72%) and 10% (40.19%) of glycerin
were higher (P <0.05) than the ones with 0 (26.65%), 5% (32 29%) and 15% (39.35%).
The effective degradability of DM in the passage rates of 2, 5 and 8% / h in silage with
20% of glycerin (81.94, 76.20 and 68.99 respectively) were better when compared to
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those with zero (64.89; 54.98 and 51.21), 5% (71.31, 61.88 and 58.07), 10% (75.56,
67.98 and 64.76) and 15% (79.73; 72 54 and 69.69). Ten females with body condition
score between 3.0 and 3.75 points on a scale of 0 to 5 points, weighting 555.90 + 87.54
kg at 50.69 + 13.20 months of age were randomly divided into two groups: five animals
in the control group and five receiving 15% of glycerin in the silage group, being six
lactating cows, three dry cows and a heifer. Follicular waves were synchronized and
four follicular aspirations were performed with intervals of 15 days. The oocytes were
classified and transported to the laboratory, initiating the IVF procedures. Blood was
collected from animals at 7, 9, 11, 13, 15, 17 and 19h to measure blood glucose. In the
group treated with glycerin, 132 oocytes were aspirated with 105 viable ones while in
control, 90 oocytes were aspirated with 81 viable ones and there were no differences
(P> 0.05) between viable and non-viable oocytes. There was no difference in the
persistence of viable embryos observed at seven, eight and nine days (P> 0.05). At
seven days, the control group produced 19 embryos and the group that received dietary
glycerin produced 27 embryos. Difference was observed (P <0.05) in the probabilities
between non-viable embryos and aspirated oocytes with unfavorable results for the
control group (0.40) in relation to those treated with glycerin (0.27). No differences
were observed in the mean of pre and post-prandial blood glucose (P> 0.05) in animals
treated with glycerin (75.91 mg.dL™) compared to controls (71.69 mg.dL™), and the
mean estimated as a function of time was 71.68 mg.dL™. The results demonstrate that
the glycerin added to the corn and the sugarcane silage improved the aerobic stability,
increased the energy, digestibility and degradability of the ensiled material. The
glycerin added to corn silage in the diet of females Holstein generated punctual
variations in the level of blood glucose in animals, but for the mean analysis there was
no difference. There was no influence of the glycerin added to the diet in the production
and improvement of oocytes and embryos quality or in the persistence of embryos
viability.

Key words: aerobic stability, glycerol, in vitro digestibility, in situ degradability, in
vitro fertilization



| - INTRODUCAO GERAL

A busca por alternativas energéticas sustentaveis que possam acompanhar 0
crescimento mundial tem incentivado o mercado de biocombustiveis (SOUSA et al.,
2006). O Brasil langou em 2004 o programa nacional de producdo e uso do biodiesel,
iniciando-se em 2008, quando entrou em vigor a mistura obrigatdria de 2% de biodiesel
ao Oleo diesel (B2), em todo o territorio nacional. A evolucdo foi rapida e, no inicio de
2010, a inclusdo aumentou para 5% (B5) antecipando em trés anos a meta estabelecida
pela Lei n® 11.097, de 13 de janeiro de 2005. A producdo prevista de biodiesel para
2012 e de 2,8 bilhdes de litros, superando a Alemanha como maior produtor mundial de
biodiesel (MME, 2012).

A principal matéria-prima utilizada na producdo de biodiesel brasileiro é o 6leo de
soja (77,35%), mas também sdo utilizados a gordura bovina (16,11%), o Oleo de
algodéo (3,66%) e outros materiais (1,88%) entre eles a gordura suina e 6leo de fritura,
as proporc¢des de fontes de lipidios variam durante o ano sendo estes dados relativos ao
més de marco de 2012 (ANP, 2012).

A glicerina é o principal subproduto gerado na producdo de biodiesel,
representando aproximadamente 10% (SHIN et al., 2012) e com 0 aumento da producéo
de biodiesel no Brasil, a glicerina produzida em 2010 foi de 258 milhdes de litros, com
expectativa de crescimento para 330 milhdes de litros em 2013 (MME, 2012), sendo
necessario dar destino a esta glicerina gerada. Além das aplicacdes ja conhecidas nas
industrias quimica e farmacéutica, e também em virtude da queda de precos pela grande
producdo, varios estudos sdo realizados também para aplicacdo na alimentacdo animal
(SHIN et al., 2012).



1.1. Processo de producdo, purificacdo e caracteristicas da glicerina.

O biodiesel é obtido por meio de transesterificacdo que consiste na reacdo de um
6leo ou gordura com um &lcool na presenga de hidroxido de sddio ou de potassio
formando ésteres metilicos de &cidos graxos e glicerina (ZHOU et al., 2008). Ao final
da transesterificagdo, a glicerina e esteres formam duas fases liquidas e separaveis por
centrifugagdo, sendo a fase superior, menos densa, constituida por biodiesel e na fase
inferior, a glicerina bruta composta por glicerol e aproximadamente 30% de impurezas
(OOl et al., 2004). Segundo os mesmos autores, a glicerina bruta apresenta-se na forma
de liquido viscoso pardo escuro, que contém quantidades variaveis de sabdo, metanol,
monoacilglicerol, diacilglicerol, oligbmeros de glicerol, polimeros e agua. A
porcentagem de glicerol nessa mistura varia entre 65 e 70%. No primeiro processo de
purificacdo na glicerina bruta faz-se a de acidulagdo com HCI, H,SO4, ou H3PO, para
que haja a separacédo de glicerol e acidos graxos do sabéo, resultando em um liquido de
trés fases, sendo que na fase inferior ha a deposicao de sais, a fase superior € constituida
pelos acidos graxos livres e na fase intermedia composta principalmente por glicerol e
metanol. A glicerina é recuperada com concentraces superiores a 80% de glicerol e
quantidades variaveis de agua, corantes e metanol. Posteriormente, o glicerol com
excesso de &cido € neutralizado com solucdo de NaOH e submetido a tratamento
térmico (70°C) para recuperacao de metanol (OOl et al., 2004).

A glicerina ou glicerol ou ainda 1,2,3-Propanotriol € um composto orgéanico de
funcdo alcool, com trés hidroxilas, em que a férmula molecular é C3HsO3; (IUPAC,
1997).

A glicerina em estado puro é um liquido incolor, inodoro, viscoso com gosto doce
(MCGRAW-HILL, 2005). A glicerina é completamente solivel em agua e alcool, mas
sO é ligeiramente soldvel em muitos solventes comuns, como éter, acetato de etila e
insolivel em hidrocarbonetos (MCGRAW-HILL, 2005). A glicerina tem ponto de
ebulicdo a 290°C na pressdo atmosférica, densidade de 1,2613 g.cm®a 25°C (IUPAC,
1997).

O uso da glicerina na alimentacdo humana e industria farmacéutica séo
condicionados ao grau de pureza de 99,9% de glicerol. A glicerina do biodiesel
semipurificada tem entre 75 a 85% de glicerol e para atingir grau alimento, esta

glicerina deve ser submetida a destilacdo, com custo elevado (TOOHEY et al., 2003).



1.2. Uso da glicerina em bovinos

A glicerina tem sido utilizada no tratamento de cetose, sendo relatada na década
de 50 (JOHNSON et al. 1955). O glicerol e o propilenoglicol foram estudados no
tratamento da cetose na década de 1970 (FISHER et al, 1971; 1973) e, mais
recentemente, o glicerol foi avaliado como um auxiliar na prevencdo de problemas
metabolicos das vacas no periodo de transicdo (DONKIN; DOANE, 2007).

A alta disponibilidade da glicerina em virtude da crescente produgdo de biodiesel
em todo o mundo reduziu os pregos e possibilitou 0 seu uso em animais de producao.

Thompson e He (2006) analisaram a glicerina semipurificada, de vérios 6leos
vegetais e de 6leos vegetais usados e observaram que a glicerina de 6leos de primeiro
uso poderia ser aproveitada como alimento energético, misturada a um produto com alta
proteina, em suplementos alimentares para animais.

Stdekum (2008) relatou que a glicerina pode apresentar teores variaveis de
glicerol, agua, metanol e &cidos graxos, classificadas como de baixa pureza (50 a 70%
de glicerol), média pureza ou semipurificada (80 a 90% de glicerol) e de alta pureza
(acima de 99% de glicerol). De acordo com o mesmo autor, a glicerina de baixa pureza
ou bruta possui 63,3% de glicerol e 26,7% de metanol, o de média pureza, 85,3% de
glicerol e 0,04% de metanol e, tanto a glicerina bruta como a semipurifica ou a pura
podem ser aproveitadas na alimentacdo animal. Os niveis de metanol na glicerina
devem ser inferiores a 150 partes por milh&o para seu uso em alimentacao animal (FDA,
2006).

Stdekum (2008), utilizando glicerina na dieta de ruminantes, verificou ser
possivel inclui-la como ingrediente em racdes ou em concentrados peletizados. O
mesmo autor salientou ainda que as glicerinas de diferentes purezas podem substituir
carboidratos rapidamente fermentaveis em dietas de ruminantes em até 10% da mateéria
seca, sem influenciar negativamente o consumo de agua, alimentos, a degradacéo
ruminal ou a digestibilidade de nutrientes.

DeFrain et al. (2004) destacaram que a glicerina pode aliviar os sintomas de
cetose quando administrada, via oral, e que a glicerina gera um substrato glicogénico,
aliviando o complexo de cetose/figado gorduroso, para melhorar a lactacéo.

Doppenberg e Van der Aar (2007) propuseram a substituicdo do propilenoglicol (1,2-
propanodiol) por glicerina (1, 2,3-propanotriol) no periodo de transicdo de vacas de
leiteiras e verificaram o aumento da lactose e da producdo de leite. Schroeder e

Stidekum (1999) estimaram em 1,982 a 2,269 Mcal/kg de energia liquida para lactacéo



com valores de energia decrescentes para dietas com mais amido. Donkin e Doane
(2007) concluiram haver mais estudos que avaliam a glicerina como precursor de
glicose no periodo de transicdo do que sobre a sua inclusdo como ingrediente nas
rages, 0 que geram incertezas sobre valor da energia pelas variagcdes de alimentos e
interacbes com outros componentes da racdo sendo necessaria maior atencdo a este

respeito.

1.3. Metabolismo do glicerol

O glicerol é um componente dos triacilglicerdis que é a forma mais comum de
armazenagem de gordura pelos animais e vegetais (POND et al. 2005); é um
componente do metabolismo normal dos animais, sendo encontrado na circulagéo e
nas células quando derivado de lip6lise no tecido adiposo, hidrélise das lipoproteinas
do sangue e da gordura dietética (LIN, 1977).

Vacas leiteiras em balango energético negativo (BEN), em que a producgéo e
absorcdo de propionato decrescem intensamente, o glicerol proveniente da lipdlise
exerce grande contribuicdo para a sintese de glicose (SAUER et al., 1973).

Glicerol consumido por monogastricos é absorvido por via paracelular por
difusdo passiva e, recentemente ha evidéncias, in situ, de sistema de transporte sddio
dependente Na [+] para o glicerol no intestino delgado de ratos (KATO et al., 2005).

Ao ser absorvido e entrar na corrente sanguinea, o glicerol é metabolizado a
glicerol-3-fosfato por meio da enzima glicerol quinase e convertido a intermediarios
da glicolise como dihidroxiacetona fosfato e gliceraldeido-3-fosfato e dependendo do
estado nutricional, pode-se destinar a gliconeogénese ou para a sintese de

triglicerideos e, nas mitocondrias geram 22 ATP/mol de glicerol (BEST, 2006).

1.4. Comportamento fermentativo do glicerol no rimen

O glicerol bruto e o semipurificado contém elementos nutricionais como fésforo,
enxofre, magnésio, calcio, nitrogénio e sédio, podendo ser utilizados como substrato por
varias espécies de microrganismos para 0 Seu crescimento durante processos
fermentativos (THOMPSON; HE, 2006).

Glicerol é fermentado, produzindo &cidos graxos volateis (AGV) no rdmen e 0s
primeiros relatos indicaram que o glicerol foi quase inteiramente fermentado a
propionato (JOHNS et al., 1953; GARTON et al., 1961). Outros relatos indicaram que

ao ser fermentado, resultou no aumento dos acidos acético e propiénico (WRIGHT,



1969) ou na producdo dos &cidos propidnico e butirico (CZERKAWSKI;
BRECKENRIDGE, 1972).

Na fermentacdo in vitro, usando fluido ruminal de vacas adaptadas ao glicerol, os
resultados indicaram aumento da producdo de propionato e butirato e reducdo de acetato
(REMOND et al., 1993).

Bergner et al. (1995) adicionaram de 15 a 25%, de glicerol em fermentacdo in
vitro e observaram que a maior parte do glicerol desapareceu dentro de 6h. As taxas
maximas de desaparecimento de glicerol determinadas em fermentadores in vitro foram
de 0,52 a 0,62 g/h (REMOND et al., 1993). Os resultados ainda sdo contraditorios, pois
Kijora et al. (1998), ao fornecerem de 200 g de glicerol em bovinos rimen adaptados,
observaram desaparecimento superior a 85% apds 2h.

Remond et al.(1993) sugeriram que além da fermentacdo que glicerol sofre no
ramen, produzindo acidos graxos volateis, uma por¢do do glicerol ingerido poderia ser
absorvida diretamente pelo epitélio ruminal.

Krehbiel (2008) estimou que 44% do glicerol ingerido por ruminantes é
fermentado, 43% é absorvido pelo epitélio ruminal e 13% passam ao intestino. O
mesmo autor reportou que em experimentos in vitro, o glicerol foi fermentado
principalmente por Selenomonas e os produtos da fermentacdo foram propionato,
succinato, lactato e acetato. O destino do glicerol absorvido por meio do epitélio
ruminal é o figado onde a enzima glicerol quinase converte glicerol e ATP em glicerol-
3-fosfato e ADP e, depois, a gliceraldeido 3-fosfato e, entdo, a gliconeogénese
(KREHBIEL, 2008).

1.5. Glicerina adicionada a silagens

A pesquisa da utilizacdo de glicerina de biodiesel como componente na
alimentacdo animal tem avancado muito e ndo é uma pratica nova (KASS et al.,2012).
Donkin e Doane (2007) consideram o glicerol um ingrediente alimentar para vacas
leiteiras, podendo ser incluido como ingrediente, sem quaisquer efeitos deletérios,
podendo substituir o milho como alternativa para a formulacdo de dietas para vacas em
lactacdo.

Uma estratégia a ser explorada é a ampliacdo do uso da glicerina como aditivo nas
silagens de cana-de-actcar, milho e sorgo e em gramineas com baixo teor de
carboidratos sollveis. A adicdo de glicerina no ato da ensilagem facilita a mistura,

evitando operagOes trabalhosas no momento do trato aos animais. Contudo, como


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Gliceraldeido_3-fosfato&action=edit

constataram Krempser et al. (2011), ainda ha poucos experimentos com a adicdo de
glicerina de biodiesel em silagens de milho e de cana-de-agucar (DIAS JUNIOR. et al.,
2010).

O glicerol é fundamental no metabolismo de microrganismos; onde atua como
precursor de numerosos compostos; e como regulador de varios mecanismos
bioquimicos intracelulares (LAGES et al., 1999) tal caracteristica poderia contribuir
também no processo de fermentacdo das silagens. Pelo glicerol mostrar boas
caracteristicas energéticas e fermentativas pode ser um material promissor como aditivo
para silagens (KASS et al.,2012).

Dias Junior et al. (2010), avaliando materiais ensilados, usaram a glicerina na
silagem com o objetivo de compensar as perdas energéticas no processo de
fermentacdo. Krempser et al. (2011), ao avaliarem silagem de milho com glicerina,
relataram reducdo de unidades formadoras de colonias (UFC) de varios microrganismos
e Oliveira et al. (2011) observaram que o glicerol aumentou a estabilidade aerobia na

silagem de milho com glicerina.

1.6. Periodo de transicao e reproducao.

O periodo de transicdo em vacas leiteiras é definido como a fase entre as trés
semanas que antecedem ao parto e as trés primeiras semanas de lactacdo (DRACKLEY,
1999). Neste periodo, diversas alteracbes sdo observadas no metabolismo das vacas
leiteiras. O metabolismo do figado, do tecido adiposo, do masculo esquelético e na
secrecdo e acdo de hormdnios envolvidos no parto, na lactogénese e na manutencao da
lactacdo (HEAD; GULAY, 2001).

Randel (1990), analisando vacas com déficit energético e proteico no pds-parto
com inatividade ovariana, atribuiu este fato a supressdo da liberacdo do horménio
luteinizante (LH) da adeno-hipdfise. Stevenson et al. (2001) observaram que a maioria
dos rebanhos leiteiros com 60 dias pos-parto apresenta menos de 20% de vacas
anovulatdrias. Vanzin (2000) concluiu que o anestro pds-parto, ocorre principalmente
pela lactacdo, podendo ser agravado depois de um periodo de privacdo alimentar,
especialmente durante o terco final de gestacéo e lactacéo.

O balanco energético negativo comeca poucos dias antes do parto e se agrava no
pos-parto, alcancando o ponto mais negativo cerca de duas semanas ap0s 0 parto
(BELL, 1995). Entre os efeitos da nutricdo na reproducao, € provavel que o BEN seja o

fator mais importante relacionado a baixa funcdo reprodutiva das vacas. O BEN



consiste na diferenca entre a energia consumida e a gasta para producdo e manutencao e
as vacas passam por este periodo durante as Ultimas semanas da gestacdo e o inicio da
lactacdo. A intensidade do BEN durante as primeiras trés semanas de lactacdo é
altamente correlacionada com o intervalo a primeira ovulagcdo poés-parto (BUTLER,
2001) destacando que o desenvolvimento de uma onda folicular ocorre entre cinco e
sete dias ap0s o parto, independente do BEN.

A caréncia de glicose que ocorre no periodo de transi¢cdo no organismo da vaca
aumenta a mobilizacdo dos triacilglicerideos, causando desordens enddcrinas, como
baixa producdo de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1), insulina, menor frequéncia de pulsos de LH, baixa
concentracdo de progesterona, o que compromete o desempenho reprodutivo do
rebanho (FORMIGONI et al., 1996).

Baixa disponibilidade de energia durante o BEN suprime a secrecdo pulsatil de
LH e reduz a resposta ovariana ao LH (BUTLER, 2001), impedindo a ocorréncia de
ovulacao.

A producdo folicular de estradiol necessaria para desencadear a onda pré-
ovulatoria de LH e a ovulagéo parece depender da disponibilidade de insulina e de IGF-
1 circulantes (BUTLER, 2003) que se encontram em baixa concentragdo em vacas em
BEN. O IGF-1, e a insulina estimulam a proliferacdo das células foliculares e a
esteroidogénese (WATHES et al., 2007).

Marr et al. (2002) relataram que as concentracGes plasmaticas de acido graxos
ndo esterificados (AGNE), de B-hidroxibutirato e o acimulo de triglicerideos no figado
foram maiores nas vacas em que o primeiro foliculo dominante pos-parto ndo ovulou,
em comparacdo aquelas que apresentaram foliculos ovulatorios. Os autores sugeriram
que altas concentracdes de AGNE e de B-hidroxibutirato no sangue podem inibir a
producdo folicular de estradiol e a ovulacdo e que, possivelmente, estes compostos
agem no hipotalamo, diminuindo a frequéncia dos pulsos de LH e nos ovarios,
diminuindo a sensibilidade folicular a insulina e ao IGF-1. Vanholder et al. (2006)
verificaram que a adicdo de B-hidroxibutirato ao meio de cultivo in vitro reduziu a

producdo de estradiol das células da granulosa.

1.7. O balanco energético negativo e a qualidade dos o6citos e embribes
Mudancas metabdlicas observadas no inicio da lactacdo, em virtude do BEN,

alteram a composicdo do fluido folicular, e podem comprometer a capacidade de



desenvolvimento dos o00citos, visto que estes sdo sujeitos a distdrbios no seu
microambiente (LEROY et al., 2008).

Britt (1991) observou que a foliculogénese leva em torno de 60 a 80 dias e 0s
foliculos que iniciam o seu desenvolvimento durante o BEN sdo afetados
negativamente, liberando odcitos de pior qualidade e, por isso, 0 primeiro e 0 segundo
foliculos ovulatérios ap6s o parto comecam seu desenvolvimento no periodo seco,
quando as condi¢Bes metabdlicas sdo favoradveis. Ja o terceiro, o quarto e o quinto
foliculos ovulatérios se desenvolvem durante o inicio da lactagdo, quando o BEN é mais
intenso e, consequentemente, podem estar sujeitos as condi¢des metabdlicas adversas
do pds-parto (BRITT, 1991).

Odcitos bovinos maturados em meio contendo concentracdes de glicose e de -
hidroxibutirato similares as observadas no fluido folicular de vacas com cetose clinica
apresentaram reduzida competéncia de desenvolvimento, como demonstrado pelas
menores taxas de clivagem e de producdo de blastocistos, destacando que a glicose é
uma molécula indispensavel para a sintese de DNA durante a maturacdo do ovocito
(LEROQY et al., 2006).

As adaptacdes do metabolismo de vacas leiteiras de alta producdo foram
associadas a alteragdes no desenvolvimento e na qualidade embrionéaria (LEROY et al.,
2005). Estes autores observaram que a resposta superovulatéria ndo diferiu entre vacas
leiteiras de alta producdo, vacas ndo lactantes e novilhas, mas o grau de
desenvolvimento embrionario foi menor nas vacas lactantes, com a producdo de mais
morulas e menos blastocistos. Embrifes de coloracdo escura contém 45% mais lipideos
que os de coloragédo palida e sdo mais sensiveis ao estresse oxidativo, ao resfriamento e
ao congelamento por prejudicar a fungdo mitocondrial e reduzir os produtos resultantes
da transcricao de genes, que sdo importantes para manter a qualidade e a viabilidade do
embrido (ABE et al., 1999).

1.8. Glicerina como precursor de glicose

Ruminantes em balanco energético negativo, a producédo e absorcao de propionato
decrescem intensamente pela baixa ingestdo de alimentos e o glicerol exerce grande
contribuicdo para a sintese de glicose (SAUER et al., 1973).

Stdekum (2008) explorou a possibilidade de usar glicerina em dietas para
ruminantes como precursor de glicose e se constituiu num alimento excelente, até

mesmo quando incluidos em forma mais impura. O mesmo autor destacou que



glicerinas de purezas diferentes podem substituir os carboidratos rapidamente
fermentéveis em dietas para ruminantes.

De acordo com DeFrain et al. (2004), a glicerina pode minimizar os sintomas do
complexo de Cetose - figado gorduroso, em vacas, no periodo de transicdo formando
substrato gliconeogénico, a fim de melhorar o desempenho na lactagdo, sugerindo que
ao ser adicionada na dieta eliminaria a necessidade de conter as vacas para ministrar
“Drench” uma solu¢do oral nutritiva composta de precursores de glicose e outros
eletrdlitos, objetivando minimizar problemas do periparto.

Nielsen e Ingvartsen (2004) afirmaram que o glicerol pode ser absorvido pelo
rimen ou intestino delgado, sendo precursor de glicose nas vias gliconeogénicas do
figado. Kristensen e Raun (2007) mediram a absorcdo e o metabolismo do glicerol no
figado de vacas que receberam, por canula ruminal, 925g/dia de glicerina, com 85% de
glicerol. Estes ultimos autores recuperaram, na veia porta, 10% do glicerol
administrado, que foi absorvido pelo figado e convertido em glicose e o glicerol ndo
recuperado na veia porta, presumivelmente, foi convertido a propionato, no ramen,
contribuindo com a gliconeogénese. Bines e Hart (1984) revelaram que os aumentos das
concentracdes de propionato elevaram a insulina no sangue, favorecendo a sintese de
proteina e gordura, reduzindo a lipolise nas vacas em balanco energético negativo.

Chung et al. (2007), fornecendo 250g/dia de glicerina seca para vacas no periodo
de transicdo, observaram um estado de energia mais positivo quando comparadas as
vacas controle. Segundo os mesmos autores, o efeito gliconeogénico do glicerol
resultou em concentracdes plasmaticas mais elevadas de glicose, concentracfes mais
baixas de plasma B-hidroxibutirato e de cetonas na urina, observado na segunda semana

de lactacéo.
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Il - OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar a inclusédo de glicerina
semipurificada de biodiesel em silagens de milho e de cana-de-agcucar e medir a
estabilidade aerdbia, para avaliar a composicdo quimica, a degradabilidade in situ, a
digestibilidade in vitro. E, em sequéncia, estudar a influéncia da glicerina via silagem na

qualidade de odcitos e na producéo in vitro de embrides de fémeas holandesas.



111 - Estabilidade aerdbia, composi¢ao quimica e degradabilidade ruminal da cana-de-
acUcar ensilada com glicerina de biodiesel

Resumo

Objetivou-se estudar a inclusdo de glicerina semipurificada de biodiesel na silagem de cana-de-
acucar ensilada com 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina em silos experimentais de PVVC. Na abertura
avaliou-se a estabilidade aerébia medindo-se a temperatura e pH da massa ensilada nos tempos
0, 24, 48, 72, 96 e 120h. Avaliou-se a composicdo quimica e estimou-se o teor de carboidratos
nao fibrosos (CNF) e nutrientes digestiveis totais (NDT). Em incubadora artificial avaliaram-se
a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e a digestibilidade in vitro da parede celular
(DIVPC) das silagens. Em trés bovinos fistulados avaliou-se a degradabilidade in situ da
matéria seca e a porcentagem de desaparecimento da fibra em detergente neutro em amostras
incubadas em 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96h. O delineamento experimental foi inteiramente
casualisado e as andlises estatisticas foram realizadas por meio de Inferéncia Bayesiana.
Observaram-se aumentos nos teores de matéria seca, NDT, matéria mineral, CNF e a reducdo de
fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, proteina bruta e extrato etéreo a medida
que a inclusdo da glicerina foi maior. Houve aumento na DIVMS (P<0,05) nas silagens com 15
e 20% de glicerina em relagéo aos niveis com 0, 5 e 10%. A DIVPC nos niveis de 10, 15 e 20%
de glicerina foi maior (P<0,05) em relacdo aos outros tratamentos. Foram observados aumentos
na porcdo prontamente degradavel (a), reducdo da fracdo insolGvel, potencialmente degradavel
(b) e aumento da constante de degradabilidade da fragéo (c) das silagens com 5, 10, 15 e 20%
de glicerina (P<0,05) em relacdo ao controle. A glicerina melhorou a estabilidade aerdbia,
mantendo o pH e temperatura baixos no periodo de observagdo nos niveis com 15 e 20% de
glicerina em relacdo as silagens com 0, 5 e 10%. Esses resultados indicam a glicerina como um
promissor aditivo para silagens de cana-de-acUcar, sendo capaz de enriquecer a densidade

energética e melhorar a estabilidade aerébia do material ensilado.

Palavras-chave: carboidratos ndo fibrosos, digestibilidade in vitro, energia, glicerol, pH da

silagem, temperatura da massa ensilada
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Aerobic stability, chemical composition and ruminal degradability of sugarcane silage
with glycerin from biodiesel

Abstract

The experiment was performed with the objective of studying the ensiled sugarcane silage with
0, 5, 10, 15 and 20% of glycerin in experimental PVVC silos. The aerobic stability was assessed
by measuring the pH and the temperature of the silage at 0, 24, 48, 72, 96 and 120h. The
chemical composition, the levels of non-fiber carbohydrates (NFC) and the total digestible
nutrients (TDN) were evaluated. The in vitro digestibility of dry matter (IVDDM) and the in
vitro digestibility of the cell wall (IVDCW) in the silages were evaluated. In three fistulated
cattle the in situ degradability of dry matter (DM) and the disappearance percentage of the
neutral detergent fiber (NDF) in samples incubated at 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 and 96h were
analyzed. The experimental design was completely randomized and the statistical analyzes were
done using Bayesian inference. Increases were observed in DM, TDN, mineral matter, NFC and
reductions in NDF, acid detergent fiber, crude protein and ether extract as the inclusion of
glycerin was higher. IVDDM increased (P <0.05) in silage with 15 and 20% of glycerin in
relation to those with 0, 5 and 10%. The IVDCW at 10, 15 and 20% levels of glycerin was
higher (P <0.05) compared to the other treatments. Increases were observed in the soluble
portion (a) a reduction in the insoluble fraction (b), and an increase in the degradability fraction
constant (c) of the silages with 5, 10, 15 and 20% of glycerin (P <0.05) compared to the control.
Glycerin improved aerobic stability while maintaining a low pH and temperature during the
observation period at levels of 15 and 20% of glycerin against the silage with 0, 5 and 10%.
These results indicate glycerin as a promising additive for sugarcane silage, being able to

enhance the energy density and to improve the aerobic stability of the silage.

Key words: energy, glycerol, in vitro digestibility, non-fibrous carbohydrates silage pH,

temperature of silage
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Introducéo

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) é uma alternativa de suplementacédo
em periodos de escassez de pastagens por apresentar seu ponto ideal de corte no periodo seco do
ano, que coincide com a época de menor produtividade das gramineas tropicais. Além do baixo
custo de producdo e alta producdo de massa por hectare, a sua utilizacdo pode se estender por
quatro a cinco anos, sem necessidade de renovacgao da area de plantio. A utilizacdo da cana-de-
acucar na alimentacdo animal, fora do periodo de safra, sofre restricdes pelo menor valor
nutritivo em virtude do baixo teor de sacarose (MATSUOCA; HOFFMANN, 1993). A cana-de-
acucar também é utilizada em pequenas e grandes propriedades, ofertada em cortes diarios.
Porém, a melhor producdo concentra-se no periodo seco, tornando a ensilagem da cana-de-
acucar uma alternativa interessante.

A cana-de-agUcar, como alimento para ruminantes, apresenta limitacdes de ordem
nutricional, pelos baixos teores de proteina, minerais e ao alto teor de fibra de baixa degradacéao
ruminal (LENG, 1988).

McDonald et al. (1991) reportaram que as perdas no processo de ensilagem podem
atingir valores de 40% associadas as perdas com respiracao residual, fermentagdo, producdo de
efluente no silo e deterioracdo aerdbia. Preston et al. (1976) verificaram reducdo de,
aproximadamente, 30% no conteldo total dos acuUcares para a cana-de-aglcar ensilada em
relacdo a cana-de-agUcar fresca, e teor alcodlico de 5,5% na MS da silagem. Foram relatadas
perdas de matéria seca, aumento nos constituintes da parede celular como FDN, FDA e Lignina
qguando comparadas a cana-de-acucar fresca (BERNARDES et al., 2002).

Apos abertura do silo inicia-se uma fermentacdo que serd mais intensa quanto
melhor for a qualidade da silagem, em funcdo dos maiores teores de carboidratos sollveis
residuais e de acido latico (JOBIM; GONCALVES, 2003). De acordo com 0s mesmos autores,
guando a massa ensilada tem contato com oxigénio, facilita a acdo de microrganismos
deterioradores, reduzindo acucares sol(veis, acidos organicos, contetdo de energia, elevando o
pH, reduzindo a digestibilidade e, consequentemente, as silagens deterioradas podem conduzir a
perdas econdmicas elevadas e baixo desempenho animal. Desta forma, na tentativa de melhorar
a estabilidade aerdbia das silagens, tem sido estudadas estratégias como o uso de inoculantes
contendo bactérias heterofermentativas. Pela fermentacdo alcodlica que ocorre na cana-de-
acucar ensilada, existe a necessidade de se fazer uso de aditivos que controlem a producédo de
etanol (NUSSIO et al., 2003).

A pesquisa da utilizacdo de glicerina de biodiesel como componente na
alimentagcdo animal tem avancado e ndo é recente (KASS et al.,2012) e em vista da alta

producdo de biodiesel e de excedentes de glicerina, coproduto de alto contetdo energético, sua
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adicdo nas silagens de cana-de-aglcar, poderia compensar as perdas energéticas ocasionadas
pelo processo da ensilagem, facilitando o trato aos animais (DIAS JUNIOR et al.; 2010).

Krempser et al.(2011), ao avaliarem silagem de milho com glicerina, relataram que
houve reducdo de UFC (unidades formadoras de coldnias) de varios microrganismos, e Oliveira
et al. (2011) observaram que aumentou a estabilidade aerdbia na silagem de milho com
glicerina. Também, KASS et al.(2012), trabalhando com silagem de gramineas e glicerina bruta
(76% de glicerol), observaram que houve reducdo de etanol e maior estabilidade aerdbia depois
de abrir os silos.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar os efeitos da inclusdo de cinco niveis de
glicerina semipurificada (0, 5, 10, 15 e 20%) em silagens de cana-de-aglUcar e avaliar a
composicdo quimica, a degradabilidade ruminal, a digestibilidade in vitro e a estabilidade

aerdbia das silagens.

Material e métodos

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi - Universidade
Estadual de Maringa (UEM), Parana, localizada a 23°25” de latitude Sul, a 51°57” de longitude
Oeste de Greenwich e 550 m de altitude e as analises quimicas foram realizadas no Laboratorio
de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da UEM (LANA) entre maio de 2011 e
maio de 2012.

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) utilizada foi a cultivar RB855536
plantada em fevereiro de 2010, sendo o plantio realizado manualmente, com seis colmos com
trés gemas por metro, distribuidos nos sulcos de plantio, com adubacdo segundo analises de
solo. O corte foi realizado em 16 de maio de 2011, com ensiladeira, modelo JF 92710, regulada
para tamanho médio de particula de 10 mm. Apos o corte, 0 material foi levado a um galpéo
coberto, cimentado e forrado com lona plastica, onde foi distribuido em cinco por¢des de 100 kg
e, em seguida, foi adicionada a glicerina semipurificada de biodiesel na proporcéo de 0, 5,10, 15
e 20 % (base na massa verde) e homogeneizada manualmente. O material foi ensilado em silos
experimentais de PVC, com 20 cm de didmetro por 40 cm de altura, com massa especifica
média de 600 kg/m®, e depois fechados com lona pléstica de polipropileno e lacrados com fita
adesiva. Foram feitas quatro repeti¢cGes para cada nivel de inclusdo de glicerina, totalizando 20
silos experimentais.

A glicerina de média pureza, proveniente da produgéo de biodiesel de 6leo de soja
foi adquirida na empresa TCS-Meridional (Ponta Grossa - PR) e analisada pelo Instituto de
Tecnologia do Parana — Divisdo de Biocombustiveis (Tecpar), Curitiba. A composi¢do quimica
da glicerina utilizada na silagem continha 82,54% de glicerol, 10,23% de agua, 120ppm de

metanol, 1,3% de sodio, 7,4% de cinzas e pH 5,8.
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Aos 68 dias, os silos experimentais foram abertos e desprezados 15 cm da parte
superior. De cada silo, coletou-se uma amostra de 1 kg, as quais foram secas em estufa de
ventilacdo forcada a 55°C por 72h e moidas em peneira com malha de 2 mm em moinho
“Willey”, e armazenados em potes plasticos herméticos, identificados para analises posteriores.

As silagens de cana-de-acucar restante nos silos ficaram expostas ao ar, cobertas
com tecido tipo fil6, onde se realizaram a leitura dos valores de potencial hidrogeni6nico (pH) e
da temperatura da massa ensilada (TME). As medi¢bes de pH e TME foram realizadas na
abertura dos silos e depois a cada 24h nos tempos: 0, 24, 48, 72, 96 e 120h, para avaliar a
estabilidade aerdbia do material. O pH foi medido com uso de peagametro digital de bancada a
partir de extrato aquoso da silagem (CHERNEY; CHERNEY, 2003). A TME das silagens
expostas ao ar foi medida com termdmetro digital com sonda de penetracdo Gulterm 180
(Gulton, S&o Paulo), posicionado no centro geométrico da massa de forragem de cada silo
experimental. A temperatura ambiente, tomada como referéncia foi registrada no mesmo
momento das medicdes de pH e TME.

Nas amostras foram determinados os teores de matéria seca (MS), proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM) AOAC (1990), fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente &cido (FDA), (VAN SOEST et al.; 1991). Também se determinou
a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), a digestibilidade in vitro da parede celular
(DIVPC). A DIVPC foi calculada pela diferenca entre a quantidade de FDN incubada e o
residuo que ficou ap0s a determinacdo da FDN do material incubado.

Para as determina¢fes da DIVMS e DIVPC foram pesados aproximadamente 0,25
g de amostra e colocados e selados em sacos (F57) previamente lavados com acetona e depois
incubados a 39,5°C, utilizando incubadora in vitro TE-150 (Tecnal ®) de acordo com Goering e
Van Soest (1970). O liquido inoculante foi obtido de bovino castrado da raca Holandesa,
provido de canula ruminal recebendo dieta a base de silagem de cana-de-acucar.

O teor de nutrientes digestiveis totais (NDT) foi estimado pela equacdo NDT (%) =
DIVMS + (1,25 * EE) - MM, (VAN SOEST, 1994) e o de carboidratos ndo fibrosos (CNF)
calculados pela equagdo CNF=100-(PB+EE+FDN+MM), (MERTENS, 1997).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e as analises estatisticas
das variaveis foram realizadas por meio de Inferéncia Bayesiana descrita em Rossi (2011). Foi
considerado que a resposta (Y;) segue distribuicdo normal, isto é, Y; ~ N(,ui,oiz), =12 .., n
para 0s j-ésimos tratamentos. Para cada p; e oi? foram consideradas a priori distribuicdes ndo

2 ~ Gamma (10%10%. Foram realizadas

informativas, respectivamente, 1 ~ N(0,10% e o
comparagdes maltiplas entre as distribui¢es a posteriori das médias e consideraram-se como
diferentes, ao nivel de 5% de significancia, os tratamentos cujos intervalos de credibilidade para

as diferengas médias ndo contemplam o valor 0. Para a regresséo linear Y; = £ + £, Tratamento
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+ &, assumindo & ~ N(0,6°), foram utilizadas as mesmas especificacdes nas distribuicdes a
priori para os parametros.

Para a degradabilidade ruminal da MS e a determinagdo da porcentagem do
desaparecimento da FDN foram utilizados trés bovinos, machos castrados, da raca Holandesa,
providos de canula ruminal e peso médio de 420 + 30 kg. Os animais foram adaptados com
silagem de cana-de-agUcar e concentrado por dez dias em dieta que apresentava relacdo
volumoso/concentrado de 70:30 (VANZANT et al., 1998).

A degradabilidade ruminal da MS, das silagens e suas respectivas taxas de
degradacdo foram estimadas pela técnica in situ, utilizando-se sacos de nailon medindo de 10
cm x 20 cm, com didmetro de poros de 53 micra, conforme recomendado por Vanzant et al.
(1998). Aproximadamente 6 g de amostras foram colocadas em cada saco, fechando-os e
atando-os com elastico de borracha. Nos dias de incubacdo, os sacos foram presos, a uma barra
cilindrica de ferro inoxidavel (600 g) suspensa por uma corrente de 60 cm presa a uma corda de
nailon amarrada fora da fistula ruminal.

Os tempos de incubacdo foram de 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96h e os sacos de nailon
foram colocados no ramen de forma a atingir os tempos desejados, sendo retirados todos ao
mesmo tempo.

Apos serem retirados do rumen os sacos de nailon foram imersos em agua com
gelo para cessar a fermentacdo microbiana. Em seguida, foram lavados em agua corrente pelo
tempo de 10 min., juntamente com os sacos de nailon referentes ao tempo 0 de incubacdo. Apds
esses procedimentos, todos os sacos de nailon foram colocados em estufa de circulagdo forcada
de ar a 55°C por 72h e, posteriormente foram pesados para obtencdo do peso do residuo seco.
Em sequéncia foi analisado o teor de FDN (VAN SOEST et al.; 1991) do residuo seco e
determinadas as porcentagens de desaparecimento da fibra em detergente neutro.

A degradabilidade da MS foi ajustada por regressdo ndo linear, que prediz a
degradabilidade potencial (y = DP) dos alimentos por meio do modelo proposto por Mehrez e
@rskov (1977), da seguinte forma:

Equagdo (1): Yy = ay + by (L—e ™)

i-animal : 1, 2, ..., N;

j-tempo: 1,2, ..,

k-tratamento : 1, 2, ..., K;

y € a percentagem do nutriente degradado ap6s o tempo t (em horas);

a é o intercepto da curva ou a fragdo soluvel do material contido no saco de nailon;

b é a fracdo potencialmente degradavel do material contido no saco de nailon ap6s

0 tempo 0;
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c é a taxa fracional constante de degradacdo da fragdo potencialmente degradavel

t é o tempo de incubagdo no rimen, em horas.
Para estimar a degradabilidade efetiva (DE) foi usado o modelo de @rskov e
McDonald (1979):

Equacdo (2): DE=a + be —,
c+k

em que k™ é a taxa de passagem de s6lidos no ramen, cujo valor foi fixado em 2, 5
e 8% por hora.
A modelagem segue a sugestdo de um procedimento Bayesiano (ROSSI et al.,

2010; ROSSI, 2011), em que foi considerado que as observagfes seguem distribuicdo Normal,
isto &, Y. ~ N(f(ti);aj), em que f(t) é a funcdo ndo linear proposta em (1). Para 0s

parametros a e b, foram consideradas a priori distribuicdes normais nao informativas, isto é: a,
b ~ N(0,10°) e para ¢, uma distribuicio Gamma também nao informativa restrita no intervalo
(0,1), isto é: ¢ ~ Gama (10%10%)1.). Para o% foi assumida uma distribuicdo Gama, isto é, o% ~
Gama (10°10%. A obtencéo das distribuicBes marginais a posteriori para os parametros, foi por
meio do pacote BRugs do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).

Para cada parametro, foram gerados 310.000 valores em um processo MCMC
(Monte Carlo Markov Chain), considerando um periodo de descarte amostral de 10.000 valores
iniciais, assim a amostra final, obtida em saltos a cada 30 valores, contém 10.000 valores
gerados. A convergéncia das cadeias foi verificada por meio do pacote coda do programa R, pelo
critério de Heidelberger e Welch (1983).

Para comparar os tratamentos, foram realizadas comparacdes mdltiplas entre as
distribuicbes a posteriori das médias dos pardmetros de interesse. Consideraram-se como
diferentes, ao nivel de 5% de significancia, os tratamentos cujos intervalos de credibilidade para

as diferencas médias ndo contemplam o valor zero.
Resultados e discusséo

Os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM),
carboidratos ndo fibrosos (CNF) e de nutrientes digestiveis totais (NDT) foram influenciados
(P<0,05) pela adicéo de niveis de glicerina as silagens. Observa-se diferenca (P<0,05) no teor de
MS das silagens de cana-de-agucar controle e com 5% de glicerina em relacdo aos demais niveis
(Tabela 1).
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Comparando o incremento percentual de MS da silagem de cana-de-agUicar com
20% de glicerina em relacdo ao controle, constata-se aumento de 47% da MS e de 19,82% em
relagdo a silagem com 15% de glicerina.

Tabela 1. Estimativas Bayesianas médias para composi¢do quimica da silagem de cana-de-
acucar contendo os niveis 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina

Glicerina Médias (%)
MS PB FDN FDA EE MM CNF* NDT**
0 26,76a 4,02a 77,12a 49,91a 1,15a 3,26a 17,19 43,73a

5% 28,23a 2,75b  65,64b  41,97b 1,05ab 4,11b 26,46b  50,22b
10% 31,59b 2,94ab  59,19c  36,90c 1,11ab 4,52bc 32,23bc  63,56bc
15% 33,00b 2,551b 5540cd 34,18c 1,0lab 5,14bc 35,95bc  60,58c
20% 39,54c 2,72b  50,06d 30,03c 0,80b 544c  41,06¢ 63,62¢C

a, b, ¢, d, Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes por meio de comparagGes Bayesianas
(P<0,05). *CNF estimado, calculado pela equa¢do CNF=100-(PB+EE+FDN+Cinzas), (MERTENS, 1997); **NDT
estimado, calculado pela equacdo NDT (%) = DIVMS + (1,25 * EE) - MM, (VAN SOEST, 1994); Regressdes
lineares (MS: y = 25,76 + 0,61T; R?=0,78); (PB: y = 3,55 + (-0,06)T; R?=0,29ns); (FDN: y = 74,36 + (-1,29)T;
R?=0,84); (FDA: y = 48,11 + (-0,95)T; R?=0,81); (EE: y = 1,17 + (-0,02)T; R?=0,17NS); (MM: y = 3,41+ 0,11T;
R?=0,71); (CNF: y = 19,14 + 1,14T; R®= 0,87) e (NDT: y = 46,32+ 1,00T; R?=0,23).

Esta variacdo no conteido de MS das silagens pode ser explicada pela alta
densidade (1,2613 g.cm™®) da glicerina, além de propriedades higroscpicas que permitem a
ligacdo com as moléculas de agua do material ensilado, aumentando a densidade da MS
ensilada (IUPAC, 1997).

Houve reducdo dos valores médios de PB das silagens em relacdo a silagem
controle, fato influenciado pela composicdo da glicerina, que ndo possui substancias
nitrogenadas, exercendo, portanto efeito diluidor.

Avila et al. (2008), avaliando o teor proteico de silagens de cana-de-aguicar com e
sem inoculante (Lactobacillus buchneri), observaram valores médios 2,58% de PB para silagens
testemunha e de 2,56% de PB para as inoculadas, valores semelhantes aos obtidos neste
trabalho (Tabela 1).

Os percentuais de FDN e de FDA nas silagens de cana-de-actcar com glicerina se
diminuiram (P<0,05), quando comparados as silagens controle, resultado influenciado pelo
tratamento. Comparando-se a silagem controle com silagem adicionada de 20% de glicerina,
houve reducao de 35% no teor de FDN. Coan et al. (2002), avaliando a composi¢do quimica da
silagem de cana-de-agUcar madura com 12 meses de rebrota, ensilada por 55 dias, relataram
diminuicdo no teor de MS de 27,3 para 20,9%, aumento das concentragdes de FDN de 42,1 para
54,95%, e de FDA de 34,9% para 43,8% da silagem em relagdo a cana-de-agUcar fresca.

As silagens de cana-de-acucar com 20% de glicerina do presente estudo

apresentaram melhor composi¢do quimica, teor mais elevado de MS (47%), teores mais baixos
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de FDA (39,8%) e FDN (35%), em comparacdo a silagem de cana-de-aglcar sem glicerina.
Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Dias Junior et al.(2010) que
observaram que a incluséo de glicerol foi efetiva em reduzir o teor de FDN e aumentar o teor de
MS das silagens de cana-de-agucar, demonstrando ser uma estratégia plausivel para compensar
a perda energética na ensilagem da cana-de-acUcar. Esta alteragdo na composi¢do quimica da
cana-de-agucar pode significar aumento na qualidade, uma vez que, segundo Van Soest (1994),
os valores dos constituintes da parede celular superiores a 55-60% na MS correlacionam-se
negativamente com a ingestao e a digestibilidade da MS.

A medida que aumentou a inclusio de glicerina as silagens observou-se efeito de
diluicdo com reducéo dos valores de EE (P<0,05) em relagéo ao controle pela baixa quantidade
de lipidios da glicerina semipurificada (SCHRODER; SUDEKUM, 1999). No processo de
purificagdo na glicerina bruta, faz-se a separacdo de glicerol e a retirada de sais minerais,
metanol e acidos graxos. Na glicerina semipurificada (+80% de glicerol), ha pequenas
quantidades de &cidos graxos ndo esterificados que ficam sobrenadantes quando o liquido esta
em repouso o que facilita a sua retirada juntamente com outras impurezas (OOl et al., 2004).
Por outro lado, o menor teor de EE ndo limita a inclusdo de glicerina na silagem para
ruminantes, por ndo oferecer efeitos deletérios na fermentacdo ruminal ou ocasionar bio-
hidrogenacdo pelos microrganismos do ramen.

Os valores de MM se elevaram (P<0,05) e foram influenciados pela inclusdo da
glicerina. Este resultado ocorreu pelo teor de cinzas (7,4%) e de sddio (1,3%) da glicerina
utilizada neste experimento. O teor elevado de minerais da glicerina é proveniente dos residuos
do processo de transesterificacdo e purificacdo da glicerina de biodiesel com metilato de sédio,
bases e acidos. A glicerina semipurificada contém elementos minerais como fosforo, enxofre,
magnésio, calcio, e sddio que podem ser utilizados como substrato pelos microrganismos do
rimen durante os processos fermentativos (THOMPSON; HE, 2006). O aumento no teor de
MM em silagens de cana-de-acUcar é fator positivo, considerando que a cana-de-acUcar
naturalmente é pobre em minerais.

O contetdo de CNF se elevou com a inclusdo de glicerina (P<0,05) havendo
contribuicdo & qualidade do volumoso em carboidratos rapidamente fermentaveis (Tabelal).
Observou-se aumento (P<0,05) na densidade energética das silagens de cana-de-aglcar nos
niveis 5, 10, 15 e 20% de glicerina. O NDT estimado aumentou influenciado pela adigdo da
glicerina a silagem, chegando a 20 pontos percentuais na silagem com 20% de glicerina em
relagdo a silagem controle. Schroeder e Stidekum (1999) estimaram em 1,982 a 2,269 Mcal/kg
de energia liquida para lactagdo da glicerina de biodiesel. Por esse motivo, a glicerina contribuiu
positivamente no aumento de energia do material ensilado.

A melhoria na composi¢do quimica da silagem de cana-de-aglcar com adi¢éo de

glicerina se deu pelo incremento de CNF, NDT e pela reducdo dos teores de FDN e de FDA,
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resultados que possibilitam compensar perdas de qualidade nos processos de ensilagem e no
fornecimento aos animais apds a abertura, habilitando a glicerina como um aditivo capaz de

enriquecer o material ensilado.

Tabela 2. Estimativas Bayesianas médias para digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)
e digestibilidade in vitro da parede celular (DIVPC) da silagem de cana-de-agucar com 0, 5, 10,
15 e 20% de glicerina

Digestibilidade Glicerina

0 5% 10% 15% 20%
DIVMS (%) 45,543 53,03a 56,04ab 64,45bc 68,70c
DIVPC (%) 27,38a 29,29 37,28b 37,11b 41,52b

a, b, c Médias seguidas de letras diferentes nas linhas sdo estatisticamente diferentes por meio de comparacdes
Bayesianas (P<0,05). Regress&o linear: (DIVMS: y = 48,27 + 1,13T; R?=0,30NS); (DIVPC: y = 27,30 + 0,72T; R*=
0,62).

A DIVMS para as silagens com 10, 15 e 20% de glicerina foi influenciada pelo
tratamento (P<0,05) ndo havendo diferenca entre os niveis 10 e 15% (P>0,05) nem entre as
silagens controle e com 5% (Tabela 2).

A digestibilidade é utilizada como variavel de qualidade, indicando a proporcao do
alimento que esté apta a ser utilizada pelo animal (VAN SOEST, 1994). A diminuicdo do valor
nutritivo da cana-de-agUcar ensilada foi relatada por Alcantara et al. (1989), que observavam
reducdo na DIVMS de 66,4% para 55,3% quando comparada & cana-de-acucar in natura. Neste
estudo, observa-se aumento (P<0,05) da DIVMS da silagem de cana-de-acucar com 5, 10, 15 e
20% de glicerina em 16,6; 23,3; 41,5 e 50,8% quando comparada ao controle. Kitessa et al.
(1999) observaram que a digestibilidade dos nutrientes estd estreitamente relacionada ao
contetdo energético dos alimentos utilizados para ruminantes. Possivelmente, os resultados da
DIVMS observados (Tabela 2) estdo relacionados ao aumento do conteldo de energia e
melhoria da digestibilidade dos materiais ensilados.

A digestibilidade in vitro da parede celular aumentou (P<0,05) com a inclusdo de
glicerina (Tabela 2), ndo havendo diferenca entre os niveis com 10, 15 e 20%. Comparando a
silagem controle e a silagem com 20% de glicerina, observou-se aumento de 51,64% da DIVPC,
resultado positivo em se tratando de cana-de-agucar que tradicionalmente apresenta baixos
indices de digestibilidade. Trabalhos de pesquisa mostraram que ha limitagdes de consumo de
cana-de-acucar, principalmente, pela baixa digestibilidade da FDN, reduzindo o consumo pelo
enchimento do rimen (MAGALHAES, 2006), em consequéncia do aciimulo de fibra indigerivel
(RODRIGUEZ, 1995).

E provavel que as novas propor¢des de nutrientes observadas neste estudo nas

silagens de cana-de-agucar com glicerina, como reducdo de FDN, FDA (Tabela 1) e aumento da
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DIVPC (Tabela 2), poderiam proporcionar maior ingestdo de matéria seca (IMS) e,
possivelmente, maior aproveitamento por parte dos animais.

A por¢do prontamente degradavel no rimen (a) das silagens de cana-de-agucar
(P<0,05), bem como a fracdo insollvel e potencialmente degradavel (b), (P<0,05) foram
influenciados pelos niveis de glicerina nas silagens (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas Bayesianas médias para os parametros do modelo e da degradabilidade
efetiva da matéria seca (DE) para as taxas de passagem de 2, 5 e 8% por hora da silagem de
cana-de-aglicar com 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina

Parametros
Glicerina
a (%) b (%) c(%/h) DEk=2% DEk=5% DE k=8% ce
0 17,04a 61,37a 1,24bc 40,96d 29,78e 25,75e 6,43
5% 34,01b 55,00a 1,23bc 55,37¢ 45,40d 41,79 5,49

10% 51,43c  33,14bc 1,65c 66,88b 60,54c 57,95¢c 6,75
15% 54,96d  26,62bd 4,04a 72,08b 66,76b 64,09b 6,93
20% 60,22e  29,91de 2,75b 77,01a 71,20a 68,53a 8,26

a, b, ¢, d, e Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes por meio de comparagdes Bayesianas
(P<0,05). a = porgdo prontamente degradavel no rimen; b = fracdo insollvel, mas potencialmente degradavel; ¢ =
taxa constante de degradabilidade da fracdo b/h. DE= degradabilidade efetiva da matéria seca. k= é a taxa de
passagem de sélidos no rimen, cujo valor foi fixado em 2, 5 e 8% por hora. o, = desvio-padrédo do erro.

Aroeira et al.(1996) reportaram que a degradabilidade efetiva (DE) de um alimento
pode ser considerada como a energia digerida no rimen e, portanto, a ingestdo de alimentos
com maior degradabilidade proporciona maior energia disponivel aos microrganismos.

Os constituintes da fibra das forrageiras sdo de grande importancia, porgue
compreendem a maior fracdo da matéria seca da planta e constituem a fracdo da planta menos
digerida no trato digestivo e a mais lentamente digerida no rimen (THIAGO; GILL, 1993). A
situacdo tipica para dietas a base de cana-de-agUcar, que tem sido encontrada em varios estudos,
esta relacionada a baixa taxa de passagem e ao alto tempo de retencdo deste alimento e, em
virtude disso, ao baixo consumo de MS (PRESTON; LENG, 1978; PRESTON, 1982;
MAGALHAES, 2006). Mesmo com a taxa de passagem mais alta a DE da MS a 2, 5 e 8%/h das
silagens com 5, 10, 15 e 20% de glicerina mostraram melhores resultados em relacéo a silagem
controle (P<0,05). Os dados (Tabela 3) mostram na silagem com 20% de glicerina maior
percentual de porgdo prontamente degradavel no rimen (@), reducdo na fracdo insollvel, mas
potencialmente degradavel (b), combinada com a melhor taxa constante de degradabilidade da
fracdo b(c%/h). Os resultados aqui observados nas silagens de cana-de-aglcar com glicerina
conferem perfil diferente a este volumoso, com maior degradabilidade e taxa de passagem, 0
que possivelmente proporcionaria maior ingestdo de MS pela reducgdo dos percentuais de FDA e

FDN ocasionados pela adicdo da glicerina. Assim, pode-se dizer que a maior degradabilidade
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dos nutrientes das silagens com glicerina indicam a maior capacidade de aproveitamento dos
alimentos pelos animais em relagéo ao controle.

Na Figura 1 observa-se que o desaparecimento da matéria seca foi maior quanto
maior foi o nivel de glicerina adicionado.
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Figura 1. Curvas de desaparecimento ruminal da matéria seca das silagens de cana-de-agUcar,

para os niveis 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina, observadas nos tempos de incubacdo 0, 2, 6, 12,
24, 48, 72 e 96h.

Mesmo nas primeiras horas de incubacdo, o desaparecimento da MS foi alto,
possivelmente pela alta solubilidade da glicerina no meio ruminal, destacando-se o nivel com

20% de glicerina que atingiu maior desaparecimento frente aos outros niveis no tempo de 96h
de incubacéo.

Na Figura 2 é mostrado que, nos periodos iniciais, as silagens de cana-de-agucar
com e sem glicerina apresentaram taxas de desaparecimento muito proximas, e que, a partir de
2h de incubacdo, as taxas de desaparecimento da FDN para as silagens com 10, 15 e 20% de

glicerina permaneceram maiores em relagdo as com 0 e 5% (P<0,05) até 96h de incubacéo.
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Figura 2. Curvas de desaparecimento da fibra em detergente neutro (FDN) das silagens de
cana-de-acucar, para os niveis 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina, observadas nos tempos de
incubacdo 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96h.
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Constata-se que, até 12h de incubacdo, as silagens controle e com 5% de glicerina
apresentaram degradacdo semelhante e apés 12h a silagem de cana-de-agucar com 5% de
glicerina mostrou maior desaparecimento que o controle até 96h de incubac&o.

Possivelmente, a glicerina contida nas silagens com 10, 15 e 20% proporcionou
maior aporte de energia a microbiota do rimen, potencializando a degradagdo da FDN. Essa
diferenca entre as silagens de cana-de-aclcar com e sem glicerina pode constituir-se em
importante fator a influenciar o consumo animal, aumentando a taxa de passagem e a ingestdo
de matéria seca.

Na avaliacdo da estabilidade aerébia das silagens, observa-se que apés 24h, o pH
da silagem controle mostrou elevacdo que se repetiu nas medicGes realizadas 48, 72, 96 e 120h,

reacdo diferente a observada nas silagens com glicerina (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de pH da silagem de cana-de-acucar, para os niveis 0, 5, 10, 15 e 20% de
glicerina observados as 0, 24, 48, 72, 96 e 120h.

O comportamento da curva dos valores de pH mostra que no periodo de exposicao
ao ar, as silagens de cana-de-actcar com 10, 15 e 20% de glicerina mantiveram o pH baixo por
mais tempo (P<0,05). O valor de pH se eleva apds a abertura do silo, quando acidos organicos

gue preservam a silagem sdo consumidos por microrganismos (PAHLOW et al., 2003).

O tratamento com 5% de glicerina manteve o pH baixo até a observacéo realizada
as 96h de exposicao ao ar, evidenciando maior estabilidade da silagem.

Jobim e Gongalves (2003) alertaram para o efeito deletério da oxigenagao da massa
ensilada, uma vez que o oxigénio propicia a atuacdo de microrganismos deterioradores e a
reducdo de agucares sollveis e &cidos organicos, o que resulta em aumento de pH e redugdo na
digestibilidade e no conteldo de energia. Consequentemente, as silagens deterioradas podem
conduzir a perdas econdmicas elevadas e baixo desempenho animal. Os resultados de pH

obtidos indicam que mesmo exposta ao ar a glicerina foi eficiente em preservar os &cidos
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organicos presentes na silagem de cana-de-acucar mantendo a acidez entre 3,5 e 4 por mais
tempo .

Na Figura 4 observa-se a variacdo da temperatura da massa ensilada (TME) das
silagens de cana-de-agtcar com 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina, medida nos tempos 0, 24, 48,
72, 96 e 120h ap6s a abertura dos silos.
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Figura 4. Curvas de temperatura das silagens de cana-de-agUcar, com niveis 0, 5, 10, 15 e 20%
de glicerina e curva da temperatura ambiente (TA) medidas ap6s a abertura dos silos nos tempos
0, 24, 48, 72, 96 e 120h.

Observa-se que houve aumento da temperatura da massa ensilada a partir da
abertura dos silos em todas as silagens (Figura 4). A estabilidade aerdbia da silagem controle foi
quebrada nas primeiras 24h confirmadas pela diferenca da TME em relacdo a temperatura
ambiente. A partir de 48h, houve quebra da estabilidade em todos os tratamentos com a maior
diferenca entre a TME e a temperatura ambiente. Observa-se também que as silagens com 15 e
20% de glicerina, a partir de 48h mostraram queda na TME, indicando que atividades
microbioldgicas ocorreram em menor intensidade. A menor estabilidade aerdbia foi observada
na silagem controle, com grande elevacdo da TME logo apds a exposicdo ao ar, variando no
periodo observado de 18,75°C (0 hora) a 26,5°C (120h), para uma temperatura ambiente média
de 18,5°C, indicando que no periodo ocorreu grande atividade microbiolégica. O aumento da
temperatura é resultado do balango entre a taxa de calor produzida pela atividade microbiana e
as perdas de calor por conducdo, radiacdo, evaporacdo e convecgdo, e esta diretamente
relacionado a oxidacdo da matéria seca, que provoca perdas na forma de dioxido de carbono
(HILL; LEAVER, 2002).

Os principais microrganismos relacionados & deterioragdo da silagem exposta ao ar
sdo os fungos, com destaque para as leveduras e as bactérias do género Bacillus (WOOLFORD,
1990).
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Sendo assim, os resultados que constam nas Figuras 3 e 4 indicam que o nivel de
inclusdo de glicerina na ensilagem da cana-de-acucar influenciou na composicdo quimica das
silagens, resultando em maior estabilidade aerdbia em relagdo & silagem controle. Houve
necessidade de maior tempo de exposicdo ao ar para silagens com 10, 15 e 20% de glicerina
para se registrar aumentos da TME e de elevagdo de pH nas 120h de observacdo. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por Krempser et al. (2011), que ao adicionarem
15% de glicerina em base Umida na ensilagem do milho e observaram, no oitavo dia apds a
abertura, redugdo do numero de unidades formadoras de colénia de bactérias acido lacticas,
leveduras e fungos, em comparagdo com a silagem de milho sem glicerina. De acordo com estes
resultados, possivelmente, a glicerina foi capaz de reduzir a fermentacdo da silagem na fase
aerébia, ap6s a abertura, por ndo ser substrato adequado para o desenvolvimento de

microrganismos deterioradores.
Conclusdes
Conclui-se que a glicerina se mostrou um aditivo eficiente para silagens de cana-

de-acUcar, capaz de enriquecer a densidade energética, aumentar a degradabilidade ruminal e a

digestibilidade da silagem, além de melhorar a estabilidade aerdbia do material ensilado.
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IV - Composicéo nutricional e degradabilidade ruminal da silagem de milho (Zea mays L.)

com adicéo de glicerina na ensilagem

Resumo

Objetivou-se estudar a silagem de milho com adicdo de 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina, ensilada
em silos experimentais de PVC. Na abertura dos silos foi avaliada a estabilidade aerébia por
medidas de temperatura e pH da massa ensilada nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120h. Avaliou-se
a composicdo quimica e estimou-se o teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) e nutrientes
digestiveis totais (NDT). Em incubadora artificial avaliou-se a digestibilidades in vitro da
matéria seca (DIVMS), a digestibilidades in vitro da parede celular (DIVPC). Em trés bovinos
fistulados avaliou-se a degradabilidade in situ da matéria seca, e a porcentagem de
desaparecimento da proteina bruta e da fibra em detergente neutro em amostras em 0, 2, 6, 12,
24, 48, 72 e 96h. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado e as analises
estatisticas foram realizadas por meio de Inferéncia Bayesiana. Observaram-se aumentos nos
teores de MS, CNF, matéria mineral e a reducdo de fibra em detergente neutro, fibra em
detergente acido, proteina bruta e extrato etéreo a medida que a incluséo da glicerina foi maior.
O teor de NDT estimado nas silagens com 5, 10, 15 e 20% de glicerina, foram superiores ao
controle (P<0,05) variando de 2,13; 8,95; 10,33 e 13,13%, respectivamente. A temperatura € 0
pH da massa ensilada com 10, 15 e 20% de glicerina se mantiveram inferiores (P<0,05) aos com
0 e 5% de glicerina no periodo avaliado, sendo que a silagem com 20% de glicerina revelou
maior estabilidade até 120h. A DIVMS e DIVPC nas silagens com 15 e 20% foram superiores
(P<0,05) as com 0, 5 e 10% de glicerina. A degradabilidade efetiva da matéria seca nas taxas de
passagem de 2, 5 e 8%/h foram melhores na silagem com 15 e 20% de glicerina (P<0,05). A
glicerina demonstrou ser um aditivo capaz de enriquecer a densidade energética, melhorar a

degradabilidade ruminal da MS e manter a estabilidade aerébia nas silagens de milho.

Palavras-chave: digestibilidade da matéria seca, energia, estabilidade aerébia, glicerol, pH,

temperatura
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Nutritional composition and ruminal degradability of corn silage (Zea mays L.) with
addition of glycerol levels in silage

Abstract

The study was developed with the purpose of studying ensiled corn silage with 0, 5, 10, 15 and
20% of glycerin in experimental PVC silos. Aerobic stability was assessed by pH measurements
and silage temperature (ST) at 0, 24, 48, 72, 96 and 120h. The chemical composition, non-fiber
carbohydrates (NFC) and total digestible nutrients (TDN) were evaluated. The in vitro
digestibility of dry matter (IVDDM) and the in vitro digestibility of the cell wall (IVDCW) were
assessed. In three fistulated cattle, the in situ degradability of dry matter (DM), and the
disappearance percentage of crude protein (CP) and neutral detergent fiber (NDF) in samples
incubated at 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 hours were evaluated. The experimental design was
completely randomized and statistical analyzes were done using Bayesian inference. Increases
were observed in the MS, CNF, mineral matter and a reduction in the NDF, CP, acid detergent
fiber, and ether extract as the inclusion of glycerin was higher. The silages TDN with 5, 10, 15
and 20% of glycerin were higher than the control (P <0.05) with values ranging from 2.13, 8.95,
10.33 and 13.13%, respectively. The silage pH and ST with 10, 15 and 20% of glycerin
remained lower (P <0.05) in contrast with those with 0 to 5% of glycerin during the experiment
period, and the silage with 20% of glycerin showed higher stability up to 120h. IVDDM and
IVDCW in the silages with 15 and 20% of glycerin were higher (P <0.05) than the ones with 0,
5 and 10%. The effective degradability of dry matter in the passage rates of 2, 5 and 8% / h
were better in the silages with 15 and 20% of glycerin (P <.05). Glycerin proved to be an
additive capable of enriching energy density, improve the degradability of DM and maintain

aerobic stability in corn silage.

Key words: energy, glycerol, in vitro digestibility, non-fibrous carbohydrates, silage pH, silage

temperature
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Introducéo

A conservacdo de forragens € uma eficiente estratégia utilizada pelas cadeias
produtivas de bovinos de corte e leite, ndo sO para atender as demandas dos bovinos em
periodos de escassez na seca e inverno, mas também para melhorar a densidade energética das
dietas, refletindo assim em melhorias na produtividade. A silagem de milho, mais difundida
entre produtores de leite, estd cada vez mais presente nas propriedades de gado de corte,
utilizada para suplementagéo de todo o rebanho, inclusive, nas fases de cria, crescimento e de
engorda.

O milho é uma das plantas mais utilizadas para ensilagem, por sua produtividade,
adaptacdo a praticamente todos os climas e solos, 6timo teor de matéria seca e de carboidratos
solveis que conferem condigdes ideais para sua conservacdo sob a forma de silagem
(ALMEIDA, 2000), produzindo alimento de qualidade e de boa aceitagdo pelos animais. A
silagem de milho possui alto valor energético quando comparada a outros materiais sendo um
volumoso estratégico para vacas de alta producéo de leite.

Vacas leiteiras com producGes elevadas de leite, no inicio da lactacdo, ndo sdo
capazes de consumir energia suficiente levando-as a mobilizagdo de reservas corporais na
tentativa de suprir esse deficit. Porém, a mobilizacdo de tecido adiposo em excesso, pode
ocasionar desordens metabolicas, como cetose e figado gorduroso (NRC, 2001).

Pela reducdo da IMS no periodo de transicdo, é necessdria uma dieta com alta
densidade energética e proteica, para atender as demandas desse periodo e reduzir o risco de
disturbios metabdlicos (NRC, 2001), mesmo com o consumo de alimentos reduzido.

Para formular a dieta de alta densidade de energia, é necessario o uso de
carboidratos rapidamente fermentaveis, proporcionando o aumento da formacdo do propionato,
estimulando a producdo da insulina, para reduzir a mobilizagdo do tecido adiposo, minimizando
os disturbios metabolicos comuns durante esse periodo (GRUMMER, 1995). Entretanto,
fornecimento de quantidades muito elevadas de concentrados para vacas em inicio de lactacao
pode acarretar problemas como reducdo no teor de gordura do leite, acidose, depressdao na
digestibilidade da fibra e queda do consumo de matéria seca (VAN SOEST, 1994).

Suplementos lipidicos tém sido usados em dietas para animais lactantes com 0s
objetivos de aumentar a produgdo de leite e reduzir a mobilizagdo corpdrea de gordura. A
maioria dos alimentos utilizados no arragoamento de ruminantes contém baixas proporcoes de
lipidios, com valores que variam de 1 a 4% da MS (VAN SOEST, 1994).

Palmquist e Jenkins (1980) sugeriram que a inclusdo dos lipidios em dietas para
ruminantes seja limitada em até 5% da MS total, visto que 0s microrganismos ruminais nao
possuem mecanismos fisiologicos para digeri-los eficientemente. Um dos principais efeitos

deletérios da inclusdo de elevadas concentragdes de lipidios é a reducdo na digestdo ruminal da



37

fibora (WETTSTEIN et al., 2000). Para minimizar estes efeitos, tem-se sugerido o uso de
gorduras ruminalmente inertes que podem incrementar a ingestdo de energia sem afetar
negativamente a digestibilidade ruminal da fibra dietética (NOCEK, 1995).

Uma boa alternativa a gordura e aos carboidratos rapidamente fermentaveis para
aumentar a densidade energética da dieta de ruminantes pode ser a glicerina. Suidekum (2008)
sugeriu que o glicerol poderia substituir carboidratos rapidamente fermentaveis e que o sabor
doce pode melhorar a ingestdo de dietas com palatabilidade inferior contendo como, por
exemplo, silagens extensivamente fermentadas. O mesmo autor estimou em aproximadamente
9,5 MJ/kg (2,27Mcal/kg) de energia liquida para lactacao.

Abo EI-Nor (2010), em ensaios de digestibilidade in vitro, substituindo milho por
glicerol na dieta em 0, 36, 72 e 108 g / kg MS, ndo observou mudancas no pH dos
fermentadores artificiais. Esta é mais uma caracteristica importante da glicerina que a posiciona,
possivelmente na classe de carboidratos rapidamente fermentaveis de alto contelido energético
sem amido que ndo promove a queda de pH ruminal, comum a carboidratos ricos em amido .

A pesquisa da utilizagdo de glicerina de biodiesel como componente na
alimentacdo animal tem avancado muito, embora ndo seja uma pratica nova. Em vista da alta
producdo de biodiesel e de excedentes de glicerina, coproduto de alto conteido energético, sua
adicdo nas silagens de milho, poderia compensar as perdas energéticas ocasionadas pelo
processo da ensilagem (DIAS JUNIOR et al., 2010).

Kass et al. (2012) e Krempser et al. (2011) observaram que ha poucos
experimentos relativos a silagens de milho com adicdo de glicerina de biodiesel. Mesmo com as
Gtimas caracteristicas nutricionais do milho, a forma como ¢ realizada a ensilagem pode alterar
o0 seu valor nutritivo em funcdo das perdas que ocorrem durante o processo fermentativo e na
fase de utilizacdo ap6s a abertura do silo.

Na fase de utilizagdo, o material ensilado fica exposto ao oxigénio o que propicia a
atuacdo de microrganismos deterioradores, reduzindo acucares solUveis e o acido latico, o que
resulta em aumento de pH, reducdo na digestibilidade e do conteido de energia (JOBIM;
GONGCALVES, 2003). Krempser et al. (2011), ao avaliarem silagem de milho com glicerol
relataram que houve reducdo de UFC (unidades formadoras de coldnias) de varios
microrganismos, e Oliveira et al. (2011) observaram que aumentou a estabilidade aerdbia na
silagem de milho com adigdo de glicerina.

Estudos complementares sobre valor nutricional, estabilidade aerdbia, perdas de
materia seca, e perfil fermentativo de silagens com adicdo de glicerina de biodiesel sdo
necessarios para possibilitar sua melhor aplicagdo na alimentacdo de ruminantes. Neste trabalho,
objetivou-se estudar os efeitos da inclusédo de cinco niveis de glicerina semipurificada (0, 5, 10,
15 e 20%) na ensilagem de milho, avaliando a composi¢cdo quimico-bromatolégica e a

estabilidade aerdbia das silagens.
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Material e métodos

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi- Universidade
Estadual de Maringa (UEM), Parana, localizada a 23°25” de latitude Sul, a 51°57” de longitude
Oeste de Greenwich e 550 m de altitude e as analises quimicas foram realizadas no Laboratério
de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da UEM (LANA) entre outubro de 2011 e
maio de 2012.

O milho, hibrido Coodetec -CD 250 RR, foi plantado, com densidade de 60 mil
plantas/ha e com adubac&o segundo analises de solo.

O corte foi realizado com ensiladeira, modelo JF 92710, regulada para tamanho
médio de particula de 10 mm. Apds o corte, em 16/03/2011, o material foi levado a um galpao
coberto, cimentado e forrado com lona plastica, onde foi distribuido em cinco montes. Em
seguida foi adicionada a glicerina semipurificada de biodiesel na proporcdo de 0, 5,10, 15 e 20
% (base na massa verde) e homogeneizada manualmente.

O material foi ensilado em silos experimentais de PVC com 20 cm de didmetro
por 40 cm de altura, compactados para massa especifica de 600 kg/m® e depois fechados com
lona pléstica de polipropileno e lacrados com fita adesiva.

Foram feitas quatro repeticdes para cada nivel de inclusdo de glicerina, totalizando
20 silos experimentais, que foram armazenados em galpao coberto por 68 dias.

A glicerina de média pureza, proveniente da producdo de biodiesel de 6leo de soja
foi adquirida na empresa TCS-Meridional (Ponta Grossa PR) e analisada pelo Instituto de
Tecnologia do Parand — Divisdo de Biocombustiveis (Tecpar), Curitiba. A composi¢do quimica
da glicerina utilizada na silagem continha: 82,54% de glicerol, 10,23% de &gua, 120ppm de
metanol, 1,3% de sodio, 7,4% de cinzas e pH 5,8.

Ap0s o periodo de 68 dias de armazenagem, os silos foram abertos e desprezados
15 cm da parte superior. De cada silo, coletou-se uma amostra de 1 kg, sendo secas em estufa de
ventilacdo forcada a 55°C por 72h e moidas em peneira com malha de 2 mm em moinho
“Willey”, e armazenados em potes plasticos herméticos, identificados para andlises posteriores.

As silagens de milho restante nos silos ficaram expostas ao ar, cobertas com tecido
tipo fil6, onde se realizaram a leitura dos valores de potencial hidrogeniénico (pH) e da
temperatura da massa ensilada (TME). As medicGes de pH e TME foram realizadas na abertura
dos silos e depois a cada 24h nos tempos: 0, 24, 48, 72, 96 e 120h, para avaliar a estabilidade
aerdbia do material. O pH foi medido com uso de peagametro digital de bancada a partir de
extrato aquoso da silagem (CHERNEY; CHERNEY, 2003). A TME das silagens expostas ao ar
foi medida com termémetro digital com sonda de penetragio Gulterm 180® (Gulton, S&o Paulo),

posicionado no centro geométrico da massa de forragem de cada silo experimental. A
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temperatura ambiente, tomada como referéncia foi registrada no mesmo momento das medicdes
de pH e TME.

Nas amostras foram determinados os teores de matéria seca (MS), proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM) AOAC (1990), fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente acido (FDA), (VAN SOEST et al.; 1991). Também se determinou
a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), a digestibilidade in vitro da parede celular
(DIVPC). A DIVPC foi calculada pela diferenga entre a quantidade de FDN incubada e o
residuo que ficou apds a determinacgdo da FDN do material incubado.

Para as determinacdes da DIVMS e DIVPC foram pesados aproximadamente 0,25¢g
de amostra e colocados e selados em sacos (F57) previamente lavados com acetona e depois
incubados a 39,5°C, utilizando incubadora in vitro TE-150 (Tecnal ®) de acordo com Goering e
Van Soest (1970). O liquido inoculante foi obtido de bovino castrado da raga Holandesa,
provido de canula ruminal recebendo dieta a base de silagem de milho.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e as analises estatisticas
das variaveis foram realizadas por meio de Inferéncia Bayesiana descrita em Rossi (2011). Foi
considerado que a resposta (Y;) segue distribuicio de Normal, isto €&, Y; ~ N(u,o%), i = 1, 2, ..., I
para 0s j-ésimos Tratamentos. Para cada p; e o;” foram consideradas a priori distribuicdes ndo

2 ~ Gamma(10°10%. Foram realizadas

informativas, respectivamente, x ~ N(0,10°) e o;
comparagdes multiplas entre as distribuicdes a posteriori das médias. Considerando-se o nivel
de 5% de significancia, os tratamentos cujos intervalos de credibilidade para as diferencas
médias ndo contemplam o valor zero, ndo foram significativos. Para a regressdo linear Y; = f, +
BiTratamento + &, assumindo & ~ N(0,6%), foram utilizadas as mesmas especificacdes nas
distribuicBes a priori para 0s parametros.

A obtencdo das distribuicBes marginais a posteriori para todos os parametros foi
por meio do pacote BRugs do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012). Foram
gerados 510.000 valores em um processo MCMC (Monte Carlo Markov Chain), e,
considerando um periodo de descarte amostral de 10.000 valores iniciais. Assim, a amostra final
retiradas em saltos de tamanhol0 contém 50.000 valores gerados. A convergéncia das cadeias foi
verificada por meio do critério de Heidelberger e Welch (1983) no pacote coda do R.

A degradabilidade ruminal da MS, e determinacdo da porcentagem do
desaparecimento da PB e FDN foram utilizados trés bovinos, machos castrados, da raga
Holandesa, providos de canula ruminal e peso médio de 420 + 30 kg. Os animais foram
adaptados com silagem de cana-de-agucar e concentrado por dez dias em dieta que apresentava
relagdo volumoso/concentrado de 70:30 (VANZANT et al., 1998).

A degradabilidade ruminal da MS, das silagens e suas respectivas taxas de
degradacgdo foram estimadas pela técnica in situ, utilizando-se sacos de nailon medindo de 10

cm x 20 cm, com didmetro de poros de 53 micra, conforme recomendado por Vanzant et al.
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(1998). Aproximadamente 6 g de amostras foram colocadas em cada saco, fechando-os e
atando-os com elastico de borracha. Nos dias de incubacg&o, os sacos foram presos a uma barra
cilindrica de ferro inoxidavel (600 g) suspensa por uma corrente de 60 cm presa a uma corda de
nailon amarrada fora da fistula ruminal.

Os tempos de incubacao foram de 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96h e os sacos de nailon
foram colocados no rimen de forma a atingir os tempos desejados, sendo retirados todos ao
mesmo tempo. Apds serem retirados do rimen, os sacos de nailon foram imersos em agua com
gelo para cessar a fermentacdo microbiana. Em seguida, foram lavados em agua corrente pelo
tempo de 10 min., juntamente com os sacos de nailon referentes ao tempo 0 de incubacdo. Apds
esses procedimentos, todos os sacos de nailon foram colocados em estufa de circulacdo forcada
de ar a 55°C por 72h e, posteriormente foram pesados para obtencdo do peso do residuo seco.
Em sequéncia foi analisado o teor de FDN (VAN SOEST et al.; 1991) e de PB (AOAC, 1990)
do residuo seco e determinadas as porcentagens de desaparecimento da fibra em detergente
neutro e da proteina bruta.

A degradabilidade da MS, da silagem de milho foi ajustada por regressdo ndo
linear, que prediz a degradabilidade potencial (y = DP) dos alimentos por meio do modelo
proposto por Mehrez e Orskov (1977), da seguinte forma:

Equagdo (1): Yy =ay + by (1— e ™),

i-animal : 1, 2, ..., N;

j-tempo: 1,2 ..,J;

k-tratamento : 1, 2, ..., K;

y € a percentagem do nutriente degradado ap6s o tempo t (em horas);

a é o intercepto da curva ou a fracdo soltvel do material contido no saco de nailon;

b é a fracdo potencialmente degradavel do material contido no saco de nailon apos
0 tempo O;

c € a taxa fracional constante de degradacdo da fracdo potencialmente degradavel
b;

t € o tempo de incubagdo no rimen, em horas.

Para estimar a degradabilidade efetiva (DE) foi usado o modelo de Orskov e
McDonald (1979):

Equacgdo (2): DE =a+ be -
c+k

em que k™ é a taxa de passagem de sélidos no rimen, cujo valor foi fixado em 2, 5

e 8% por hora.
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A modelagem segue procedimento Bayesiano (ROSSI et al., 2010; ROSSI, 2011),
em que foi considerado que as observagbes seguem distribuicio Normal, isto é,

y; ~ N ( f(t); aj) , em que f(t;) é a funcdo ndo linear proposta em (1).

Para os parametros a e b, foram consideradas a priori distribuicées normais ndo
informativas, isto é: a, b ~ N(0,10° e para ¢, uma distribuicio Gamma também nao informativa
restrita no intervalo (0,1), isto é: ¢ ~ Gama (10°,10°)191).

Para o% foi assumida uma distribuicio Gama, isto é, o’ ~ Gama (10°10°%). A
obtencdo das distribuicdes marginais a posteriori para os parametros, foi por meio do pacote
BRugs do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).

Para cada paré@metro, foram gerados 310.000 valores em um processo MCMC
(Monte Carlo Markov Chain), considerando um periodo de descarte amostral de 10.000 valores
iniciais. Assim, a amostra final obtida em saltos a cada 30 valores, contém 10.000 valores
gerados. A convergéncia das cadeias foi verificada por meio do pacote coda do programa R, pelo
critério e de Heidelberger e Welch (1983).

Para comparar os tratamentos, foram realizadas comparac@es multiplas entre as
distribuicbes a posteriori das médias dos parametros de interesse. Consideraram-se como
diferentes, ao nivel de 5% de significancia, os tratamentos cujos intervalos de credibilidade para

as diferencas médias ndo contemplam o valor zero.
Resultados e discusséo

Na abertura dos silos foram tomadas as temperaturas da massa ensilada (TME) e
medido o pH e a temperatura ambiente nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120h para avaliar a
estabilidade aerdbia das silagens de milho com e sem glicerina apds a exposicdo ao ar, e, 0s

resultados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Estimativas Bayesianas para médias e desvio-padrdo de pH e temperatura da silagem

de milho com e sem de glicerina, nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120h

item Glicerina

0 5% 10% 15% 20%
TME (°C) 2172a (@)  21,5%ac (@)  20,04bc (b)  20,05b (b)  19,74b (b)
(Desvio-padrao) 0,5103 0,6952 0,3137 0,2340 0,2552
pH 4,803a 3,990ab 3,810b 3,702b 3,582b
(Desvio-padrao) 0,4298 0,3016 0,1286 0,0946 0,0741

a, b, c Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes por meio de comparagdes Bayesianas
(P<0,05). pH=potencial hidrogenidnico.
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Na avaliacdo da estabilidade aerdbia das silagens constatou-se que as temperaturas
meédias das silagens com 10,15 e 20% de glicerina se mantiveram inferiores (P<0,05) aos niveis
0 e 5% de glicerina, destacando-se o nivel com 20% de glicerina que se manteve estavel no
periodo avaliado (Figural). A temperatura média da massa ensilada da silagem de milho
controle foi 1,98°C mais elevada que temperatura média da silagem de milho com 20% de
glicerina. Estes resultados indicam que, possivelmente, houve menor agdo de microrganismos
deterioradores comuns na fase de exposicdo ao ar (JOBIM; GONCALVES, 2003) e, portanto
menor produgdo de calor na massa ensilada. Os resultados estdo de acordo com os obtidos por
Oliveira et al. (2011) que, ao comparar niveis de 0, 5, 10 e 15% de glicerina nas silagens de
milho, obtiveram melhor estabilidade aerébia nos materiais com 15% de glicerina.

Na Figura 1 observa-se que houve aumento da temperatura das silagens de

magnitude semelhante até 24h de exposicdo ao ar.
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Figura 1. Curvas de temperatura das silagens de milho expostas ao ar, para os niveis 0, 5, 10,
15 e 20% de glicerina e curva da temperatura ambiente (TA) medidas 0, 24, 48, 72, 96 e 120h.

A partir desse ponto, as silagens controle e com adicdo de 5% de glicerina
apresentaram maior taxa de aquecimento em relagdo as demais silagens. Ja a silagem de milho
com adicdo de 20% de glicerina manteve a temperatura estavel no periodo observado de 120h.

Os valores médios de pH também se mantiveram menores (P>0,05) nas silagens de
milho com 10, 15 e 20% de glicerina, em relacdo ao controle, porém sem diferenca em relagédo
ao nivel com 5% de glicerina. As silagens com 10, 15 e 20% mantiveram o pH mais baixo que o
controle e 5% de glicerina, possivelmente pela menor atividade de microrganismos aerébios que
invariavelmente provocam a elevag¢do do pH como resultado do consumo de acido latico. De
acordo com McDonald et al. (1991), a degradagéo do acido lactico provoca um aumento no pH
da silagem que, por sua vez, provoca O crescimento de muitos outros organismos de

deterioracdo.
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O resultado é coerente com o observado na temperatura da massa ensilada que
também apresentou menor variagdo (Figura 1). Este fato ocorreu possivelmente por ter havido
menor agdo das leveduras e menor uso do acido latico, mantendo o pH baixo no periodo
avaliado. As leveduras sdo microrganismos anaerdbios facultativos e em condicdes aerdbicas,
muitas espécies degradam o acido lactico a gas carbonico (CO,) e agua (H,O) (McDONALD et
al, 1991). Os resultados deste trabalho estdo de acordo com os obtidos por Krempser et al.
(2011) que registraram menor nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) de bactérias
acido laticas, leveduras e fungos nas silagens de milho com 15% de glicerina em relagcdo ao
controle.

Na Figura 2 observa-se que as silagens controle e com adi¢do de 5% de glicerina
mostraram elevacdo de pH acentuada ap6s 48h de exposicao ao ar. A elevagdo do pH nos niveis
com 10 e 15% de glicerol foi observada somente apés 72h, sendo que a silagem com 20% de

glicerina manteve o pH baixo até o sexto dia de observacéo.
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Figura 2. Curvas de pH da silagem de milho exposta ao ar, para os niveis 0, 5, 10, 15 e 20% de

glicerina observados nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120h.

E possivel inferir que as silagens com 10, 15 e 20% de glicerina, quando expostas
ao ar, tiveram menores perdas de agucares soliveis e de &cido latico e, por consequéncia,

menores altera¢Oes na digestibilidade e no conteido de energia.

Os resultados encontrados no presente estudo indicam que as silagens de milho
com 10, 15 e 20% de glicerina foram eficientes em manter o pH mais 4cido e a estabilidade
aerdbia do material ensilado apds a abertura. Esse comportamento, possivelmente, é pela
glicerina ndo se constituir em um bom substrato para o desenvolvimento de leveduras, fungos e
outros microrganismos deterioradores da silagem.

Na composi¢cdo quimica da silagem de milho com vérios niveis de glicerina

(Tabela 2), observou-se que os teores de MS, CNF, NDT e de MM aumentaram com a adigao
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de niveis crescentes de glicerina. Por outro lado, os teores de PB, fibra em detergente neutro,
fibra em detergente 4cido e extrato etéreo decresceram.

Tabela 2. Estimativas Bayesianas para as medias da composi¢do quimica da silagem de milho
com 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina

Glicerina Médias (%)
MS PB FDN FDA EE MM CNF* NDT**
0 31,59¢ 6,15a  52,60a 30,32a 2,54a 3,13c 35,99a 76,54a
5% 34,36¢ 5,39a  47,74a 29,44a 1,99abc 4,21b 40,83a 78,17a

10% 36,84b 5,09 44,49ab 23,32b 2,01b 4,26ab 44,2lac  83,39b
15% 39,96ab  4,51b 38,51bc 20,88c 1,71bc 4,63a 50,64bc  84,45b
20% 42,78a 4,30b 36,29c 19,19c 1,48c 4,43ab 53,54b  86,59c

a, b, c Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes por meio de comparacfes Bayesianas
(P<0,05). Regressdo linear (MS: y = 31,52 + 0,56T; R°=0,92), (PB: y = 5,68 - 0,07T; R?>=0,45), (FDN: y = 52,30 -
0,84T; R?=0,70), (FDA: y = 30,79 - 0,62T; R?=0,78), (EE: y = 2,43 -0,48T; R?=0,65), (MM: y = 3,52+ 0,06T;
R?=0,54); (CNF: y = 36,06 + 0,90T; R®=0,74) e (NDT: y = 76,55 + 0,53T; R?=0,65). *CNF estimado, calculado pela
equacdo CNF=100-(PB+EE+FDN+MM), (MERTENS, 1997);**NDT estimado, calculado pela equagdo NDT (%) =
DIVMS + (1,25 * EE) - MM, de acordo com Van Soest (1994).

Registrou-se a variacdo do conteido de MS pela adicdo da glicerina que tem
densidade de 1,2613 g.cm® que com suas propriedades higroscépicas (IUPAC, 1997) fazem
ligacdo com as moléculas de dgua do material ensilado, aumentando a densidade da silagem.

O teor de PB reduziu (P<0,05) a medida que os niveis de glicerina foram se
elevando (Tabela 2). Este fato foi ocasionado por um efeito diluidor nos teores de PB pela
auséncia de proteinas e de baixa ocorréncia de compostos nitrogenados na glicerina. O mesmo
efeito de diluicdo pode ser observado nos teores de FDN, FDA e EE, inferiores ao controle
(P<0,05) pela auséncia de fibras e ao baixo teor de lipidios da glicerina semipurificada.

Os teores de MM se elevaram (P<0,05) com a inclusdo da glicerina, pelo teor de
cinzas (7,4%) e de sodio (1,3%) da glicerina utilizada neste experimento. O teor de minerais da
glicerina é proveniente dos residuos do processo de transesterificacdo e purificacdo da glicerina
de biodiesel com metilato de sodio e bases. A glicerina semipurificada contém elementos
minerais, como fosforo, enxofre, magnésio, célcio, e s6dio que podem ser utilizados como
substrato, pelos microrganismos ruminais durante processos fermentativos (THOMPSON; HE,
2006).

O contetudo de CNF variou de 13,39; 22,83; 40,64 a 48,66% para 0s niveis 5, 10,
15 e 20% de glicerina, respectivamente, em relacdo ao controle. Observa-se que & medida que a
inclusdo de glicerina foi maior houve enriquecimento do volumoso em carboidratos
rapidamente fermentaveis, compensando de certa forma as perdas que ocorrem durante a

ensilagem e na exposic¢éo ao oxigénio apds a abertura do silo.
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Nos presentes resultados observa-se que houve aumento (P<0,05) na densidade
energética das silagens de milho em que o NDT estimado variou de forma crescente (Tabela 2).
Comparando-se a variagao percentual dos teores de NDT estimado, dos silos controles aos com
niveis de 5, 10, 15 e 20% de glicerina, as diferencas a mais de NDT foram de 2,13; 8,95; 10,33
e 13,13%, respectivamente.

Os incrementos de MS, CNF e NDT somados a redu¢do de FDN e FDA por
diluicdo podem ser considerados positivos porque ddo a possibilidade de corrigir os valores
nutricionais do material ensilado compensando possiveis perdas de qualidade nos processos de
ensilagem, habilitando a glicerina como um importante aditivo capaz de enriquecer o material
ensilado.

Os resultados de DIVMS para as silagens foram crescentes conforme a adicdo de
glicerina e significativos (P<0,05) para os niveis 10, 15 e 20% em relacdo ao controle e o nivel
com 5% de glicerina, porém o melhor resultado foi observado no material com 20% de
glicerina. N&o houve diferenca (P>0,05) entre os niveis 10 e 15% nem entre as silagens controle

e com 5% de glicerina (Tabela 3).

Tabela 3 - Estimativas Bayesianas das médias para a digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) e digestibilidade in vitro da parede celular (DIVPC) de silagens de milho com 0, 5,
10, 15 e 20% de glicerina

Digestibilidade Médias (%)

0 5% 10% 15% 20%
DIVMS (%) 74,49¢c 79,89c 85,13b 86,95ab 89,18a
DIVPC (%) 26,65¢ 32,39hc 40,19ab 39,35b 46,72a

a, b, c Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes por meio de comparagdes Bayesianas
(p<5%). DIVMS= digestibilidade in vitro da matéria seca; DIVPC= digestibilidade in vitro da parede celular;
Regressdo linear (DIVMS: y = 77,04 + 0,65T; R%= 0,75); (DIVPC: y = 27,63 + 0,94T,; R%= 0,71).

Lopes et al. (2010), avaliando a DIVMS de silagens de quatro hibridos de milho
sem glicerina, obtiveram resultados entre 71,06 e 75,00% valores inferiores aos obtidos no
presente trabalho nas silagens com 5, 10, 15 e 20% de glicerina (Tabela 3). Pode-se interpretar
que resultados para DIVMS aumentaram pela inclusdo da glicerina que tem digestibilidade e
solubilidade altas, contudo ndo se pode afirmar que houve melhoria da digestibilidade das fibras

ou do contetido celular do milho ensilado.

Quanto maior foi o nivel de glicerina mais baixo se manteve o pH na massa
ensilada (Tabela 1). Esse dado remete a possibilidade de ter havido hidrélise acida da parede
celular das silagens de milho com glicerina, influenciando assim, na resposta positiva das
silagens com glicerina a DIVMS.

O aumento percentual da porcdo prontamente degradavel no rumen (a) foi

significativo (P<0,05) a medida que foi maior o nivel de glicerina na silagem (Tabela 4).
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Tabela 4 - Estimativas Bayesianas médias para os parametros do modelo da degradabilidade
efetiva da matéria seca da silagem de milho ensilada com niveis de glicerina, com taxas de

passagem de 2, 5 e 8%/hora

Glicerina Pardmetros
a(%) b(%) c(%/h) DE k=2% DE k=5% DE k=8% Ce
0 42,80e 49,44a  1,61a(d) 64,89d 54,98e 51,21b 2,93
5% 49,04d 44,14b  2,04b (c) 71,31c 61,88d 58,07b 2,43

10% 56,80c 34,69c  2,37c (b) 75,56b 67,98b 64,76b 2,05
15% 62,93b  35,97abc 1,7labc 79,73ba 72,54ba 69,69a 4,29
20% 66,13a 25,61d  3,24d (a) 81,94a 76,20ba 68,99a 1,62

a, b, ¢, d e Letras distintas indicam diferengas significativas entre as médias dos tratamentos, por meio de
comparagBes Bayesianas em nivel de 95% de credibilidade. a = porgdo prontamente degradavel no rimen; b = fragéo
insoltvel, mas potencialmente degradavel; ¢ = taxa constante de degradabilidade da fracdo b/h. DE= degradabilidade
efetiva da matéria seca. k= é a taxa de passagem de solidos no rimen cujo valor foi fixado em 2, 5 e 8% por hora. o,
= desvio-padrdo do erro

Quando se compara a silagem controle com o nivel 20%, observa-se aumento de
54,5% na porcdo prontamente degradavel (a), possivelmente pela alta degradabilidade e
solubilidade da glicerina. A fracdo insoltvel e potencialmente degradavel (b) também se reduziu

(P<0,05) na medida em que aumentou o nivel de glicerina na silagem.

O aumento da porcdo prontamente degradavel no rimen e a reducdo da fracdo
insolivel conferem configuragdo importante a silagem com glicerina. AROEIRA (1996)
reportou que a degradabilidade efetiva (DE) de um alimento pode ser considerada como a
energia digerida no ramen, portanto a ingestdo de alimentos com maior degradabilidade da MS
PB e fibra disponibilizou maior energia aos microrganismos. Sendo assim, possivelmente a
silagem com glicerina é um alimento indicado para animais no periodo de transicdo que
necessitam de alimentos energéticos e precursores de glicose, mas que por outro lado tem baixa
IMS. A maior concentracdo energética permitiria que a vaca, mesmo ingerindo baixas
guantidades de MS, suprisse melhor suas demandas energéticas.

A degradabilidade efetiva da MS a 2, 5 e 8%/h se mostraram maiores nas silagens
de milho com glicerina na fragdo prontamente soltvel, que mesmo com alta taxa de passagem a
degradabilidade foi maior que no controle (P<0,05) nos niveis com 15 e 20% de incluséo. Isto
se deve, possivelmente, a maior presenca de glicerina. Os dados mostram que neste experimento
que a inclusdo de 20% apresentou melhor degradabilidade efetiva da matéria seca a 2, 5 e 8%,
melhor percentual de porcdo prontamente degradavel no rdmen (a) e de redugdo fragdo
insollvel, mas potencialmente degradavel (b) combinada com a melhor taxa constante de
degradabilidade da fracdo b%/h.
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Na Figura 3, observa-se que o desaparecimento da matéria seca foi maior quanto
maior foi o nivel de glicerina mesmo nas primeiras horas de incubagdo, destacando-se o nivel
com 20% de glicerina que atingiu maior desaparecimento frente aos outros niveis no tempo de

96h de incubacéo e o controle com menor desaparecimento entre os tratamentos.
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Figura 3. Curvas de desaparecimento da matéria seca da silagem de milho, para as os niveis 0,
5, 10, 15 e 20% de glicerina incubada nos tempos 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96h.

Possivelmente, a glicerina contida nas silagens com 5, 10, 15 e 20% de glicerina
proporcionou maior solubilidade no meio ruminal. Essa diferenca da taxa de desaparecimento
entre as silagens de milho com e sem glicerina pode constituir-se em importante fator a
influenciar o consumo animal, aumentando a taxa de passagem e 0 aproveitamento dos
alimentos pelos animais como verificado neste ensaio.

A curva de desaparecimento da fracdo FDN (Figura 4) mostra que o
comportamento das silagens de milho com glicerina foi diferente em relacdo a taxa de
desaparecimento da silagem controle. As silagens de milho com adig¢do de 10, 15 e 20% de
glicerina apresentaram no tempo O desaparecimento da fracdo FDN acima do esperado, ja que a
tendéncia neste tempo é de valores proximos de 0, isto possivelmente estd relacionado a
granulometria da amostra. Até 6h de incubacdo a taxa de desaparecimento das silagens controle
e com 5% de glicerina pouco diferiram entre si, mantendo-se menores que as demais até o
tempo de 96h.
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Figura 4. Curvas de desaparecimento da fibra em detergente neutro (FDN) das silagens de
milho, para as os niveis 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina apds a incubagdo nos tempos 0, 2, 6, 12,
24, 48, 72 e 96h.

O desaparecimento da FDN da silagem com 20% de glicerina aumentou a partir de
6h de incubacdo e os niveis com 10 e 15 % aumentaram a partir de 12h de incubacao,
mantendo-se maiores que a silagens controle e com 5% de glicerina. Possivelmente, a glicerina
contida nas silagens com 10, 15 e 20% de glicerina proporcionou maior aporte de energia a
microbiota do rimen potencializando a degradacdo da FDN. Essa diferenca entre as silagens de
milho com e sem glicerina pode constituir-se em importante fator a influenciar no aumento da
ingestdo de MS, resultado também observado na taxa de passagem (Tabela 4).
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Figura 5. Curvas de desaparecimento da proteina bruta (PB) das silagens de milho, para as os
niveis 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina, apos a incubagdo nos tempos 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96h.
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A curva de desaparecimento da fracdo PB (Figura 5) mostra grande dispersdo até
12h de incubacdo. Todas as silagens de milho igualmente apresentaram, no tempo 0, alta taxa
de desaparecimento, valores que deveriam também ser proximos de 0, o que pode estar
relacionado a granulometria e ou residuos de amido dos grdos. A alta taxa de desaparecimento
(Figura 5) da PB das silagens poderia favorecer alta concentracdo de amdnia no rdmen,
principalmente para as silagens de milho com 10, 15 e 20% que tiveram aproximadamente 60%
da PB desaparecida nas primeiras 2h.

O desaparecimento da PB ndo apresentou diferenca (P>0,05) entre as silagens,
havendo tendéncia para maior desaparecimento nos tratamentos com 15 e 20% de glicerina

entre 0s tempos de incubacdo de 24 a 96h.

Conclusoes

O uso de glicerina na silagem do milho melhorou a estabilidade aerébia da massa
ensilada nas silagens com adicdo de 10, 15 e 20% de glicerina. Observou-se melhoria na
constituicdo quimica dos materiais ensilados com glicerina principalmente no aumento de CNF,
NDT, DIVMS, DIVPC, degradabilidade da MS e o desaparecimento da PB e FDN que teria
reflexos importantes na ingestdo de MS. Os resultados indicam que a glicerina foi um aditivo

capaz de enriquecer a silagem de milho e manter a estabilidade por mais tempo.



50

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais
em Experimentacdo — CEAE da Universidade Estadual de Maringd PR UEM, em 20/02/2009.

Referéncias

ABO EL-NOR S.; ABUGHAZALEH, A. A;; POTUA, R. B.; HASTINGS, D.; KHATTAB, M.
S. A. Effects of differing levels of glycerol on rumen fermentation and bacteria. Animal Feed
Science and Technology, Amsterdam, v. 162, p. 99-105, 2010.

ALMEIDA, J. C. C. Avaliacdo das caracteristicas agrondmicas e das silagens de milho e de
sorgo cultivados em quatro densidades de semeadura. 2000. 82f. Tese (Doutorado em
Zootecnia) - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP Jaboticabal.

AROEIRA, L. J. M,; LOPES, F. C. F.; DAYRELL, M. S. Degradabilidade de alguns alimentos
no rumen de vacas Holandés/Zebu. Revista da Sociedade Brasileira de Zootecnia, Vigosa, V.
25, p. 1178-1186, 1996.

AOAC-ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis. 15.ed. Washington D.C. 1990. 1141 p.

CHERNEY, J. H.; CHERNEY, D. J. R. Assessing Silage Quality. In: Buxton et al. Silage
Science and Technology. Madison,Wisconsin, USA. 2003. p. 141-198.

DIAS JUNIOR, G. S.; LOPES, N. M.; PESSOA JUNIOR, G.; DE SOUZA SALVATI, G. G;
CARVALHO, B. F.; DA SILVA AVILA, C. L.; SCHWAN, R. F.; NOGUEIRA PEREIRA, R.
A.; PEREIRA, M. N. 2010 Perfil fermentativo, composicao e perda de matéria seca de silagem
de cana-de-aclcar inoculada com bactérias e contendo glicerina. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 47.,2010 Salvador, Anais... Salvador :UFBA,
2010.

GOERING, H-K.; VAN SOEST, P. J. Forage fiber analyses (Apparatus, regents, procedures,
and some applications). Agriculture Handbook 379. United States Department of Agriculture,
1970. 20p.

GRUMMER, R. R. Impact of changes in organic nutrients metabolism on feeding the transition
cow. Journal of Animal Science, Champaign, v. 73, p. 2820-2833, 1995.

HEIDELBERGER, P.; WELCH, P. Simulation run length control in the presence of an initial
transient. Operations Research, Baltimore, v. 31, p. 1109-1144. 1983.

IUPAC-The International Union of Pure and Applied Chemistry. Compendium of Chemical
terminology1997.Disponivel:<http://www.iupac.org/publications/compendium/index.html.>
Acesso em 15 margo 2007.

JOBIM, C. C.; GONCALVES, G. D. Microbiologia de forragens conservadas. In: REIS, R. A,;
BERNARDES, T. F.; SIQUEIRA, G. R.; MOREIRA, A. L. (eds.).Volumosos para produgéo de
ruminantes: Valor alimenticio de forragens. Jaboticabal: FUNEP, 2003. p. 1-26.

KASS, M.; OLT, A.; KALDMAE, H.; KOKK, K.; SONGISEPP, E.; OTS, M. Effects of crude
glycerol addition on silage fermentation. In: INTERNATIONAL SILAGE CONFERENCE
HAMEENLINNA. 16., Hdmeenlinna, Proceedings... Hameenlinna: 2 - 4 July 2012, p. 394-395.

KREMPSER, P. M.; LOPES, R. P. X.; RIBEIRO, M. T.; LIMA, J. C. F.; OLIVEIRA, J. S;;
CARNEIRO, J. C. Microbiological evaluation of aerobic stability of corn silage with increasing
levels of glycerin. In; ZOPOLLATTO, M.; DANIEL, J. L. P.; NUSSIO, L. G.; NETO, A. S.
(eds.). FORAGE QUALITY AND CONSERVATION, 2., Sdo Pedro, 2011, Proceedings... Sdo
Pedro: 2011.



o1

LOPES, F. C. F.; DORNELAS, R. A. C.; PORTUGAL, J. A. B.; CARNEIRO, J. C,;
VERNEQUE, R. S.; SILVA, E.; OLIVEIRA, J.; ARCURI, P. B.; DUQUE, A. C. A
Digestibilidade da matéria seca de silagens de milho e de suplementos concentrados
determinada por procedimentos in vitro. Arquivos Brasileiros de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Belo Horizonte, v. 62, p. 1167-1173, 2010.

MCDONALD, P.; HENDERSON, A. R.; HERON, S. J. E. The Biochemistry of Silage. 2. ed.
Marlow: Bucks, UK: Chalcombe Publications. 1991, 340p.

MEHREZ, A. Z.; @RSKOV, E. R. A study of the artificial fibre bag technique for determining
the digestibility of feeds in the rumen. Journal of Agricultural Science, Cambridge, v. 88, p.
645-650, 1977.

MERTENS, D. R. Creating a System for Meeting the Fiber Requirements of Dairy Cows.
Journal of Dairy Science, Champaign, n. 80, p. 1463-1481, 1997.

NRC-NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Washington, EUA. Nutrient requirements of dairy
cattle. 7. ed. Washington: National Academy Press, 2001. 381 p.

NOCEK, J. E. Nutritional considerations for the transition cow. In: CORNELL NUTRITION
CONFERENCE FOR FEED MANUFACTURERS,57., 1995, Rochester. Proceedings...
Rochester: Cornell University, 1995. p. 121- 137.

OLIVEIRA, J. S.; LOPES, R. P. X,; RIBEIRO, M. T.; LIMA, J. C. F.; KREMPSER, P. M
CARNEIRO, J. C. 2011. Temperature evaluation on aerobic stability of corn silage with
increasing levels of glycerin. In: ZOPOLLATTO, M.; DANIEL, J. L. P.; NUSSIO, L. G;
NETO, A. S. (eds.). FORAGE QUALITY AND CONSERVATION, 2., 2011, S&o Pedro.
Proceedings... Sdo Pedro: 2011.

@RSKOV, E. R.; McDONALD, I. The estimation of protein degradability in the rumen from
incubations measurements weighted according to the rate of passage. Journal of Agricultural
Science, Cambridge, v. 92, p. 499-503, 1979.

PALMQUIST, D. L.; JENKINS, T. C. Fat in lactation rations: review. Journal of Dairy
Science, Champaign, v. 63, p. 1-14, 1980.

R DEVELOPMENT CORE TEAM. R: A language and environment for statistical computing.
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0. 2012.
Disponivel em: <http://www.R-project.org>. Acesso em:; novembro 2012.

ROSSI, R. M.; GUEDES, T. A.; MARTINS, E. N.; JOBIM, C. C. Bayesian analysis for
comparison of nonlinear regression model parameters: an application to ruminal degradability
data. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, v. 39, n. 2, p. 419-424, 2010.

ROSSI, R. M. Introducdo aos métodos Bayesianos na analise de dados zootécnicos com uso do
WinBUGS e R. Eduem, Maringa, 2011. 191p.

SUDEKUM, K-H. Co-products from biodiesel production. In: GARNSWORTHY, P.C.;
WISEMAN, J. (Ed.). Recent advances in animal nutrition. Nottingham: Nottingham University
Press, 2008. p. 210-219.

THOMPSON, J. C.; HE, B. B. Characterization of crude glycerol from biodiesel production
from multiple feedstocks. Applied Engineering in Agriculture, St. Joseph, v. 22, n. 2, p. 261-
265, 2006.

VAN SOEST, P. J.; ROBERTSON, J. B.; LEWIS, B. A. Methods for dietary fiber, neutral
detergent fiber, and nonstarch polysaccharides in relation to animal nutrition. Journal of Dairy
Science, Champaign, v. 74, p. 3583-3597, 1991.

VAN SOEST, J. P. Nutritional ecology of ruminant. 2.ed. Ithaca: Cornell University Press,
1994. 476p.



52

VANZANT, E. S.; COCHRAN, R. C.; TITGEMEYER, E. C. Standardization of in situ
techniques for ruminant feedstuff evaluation. Journal of Animal Science, Champaign, v. 76, p.
2717-2729. 1998.

WETTSTEIN H. R.; MACHMULLER A.; KREUZER M. Effect of raw and modified canola
lecithin’s compared to canola oil, canola seed and soy lecithin on ruminal fermentation
measured with rumen simulation technique. Animal Feed Science Technology, Amsterdam v.
85, p. 53-169, 2000.



V - Glicerina na dieta de fémeas holandesas e a influéncia na qualidade de odcitos e

producéo de embrides in vitro

Resumo

Objetivou-se estudar a qualidade de odcitos e producdo in vitro de embrides de fémeas da raca
Holandesa, alimentadas com e sem glicerina adicionada a dieta. Utilizaram-se dez fémeas com
escore de condicéo corporal entre 3,0 e 3,75 pontos, peso vivo de 555,90 + 87,54 kg com 50,69
+ 13,20 meses de idade, sendo seis vacas em lactacdo, trés vacas secas e uma novilha, que
foram divididas aleatoriamente em cinco controles e cinco recebendo 15% de glicerina na
silagem de milho. Sincronizaram-se as ondas foliculares e realizaram-se quatro aspiracdes
foliculares com intervalos de 15 dias. Os odcitos foram classificados e transportados para o
laboratorio, iniciando os procedimentos de fecundacgdo in vitro. Coletou-se sangue dos animais
as 7,9, 11, 13, 15, 17 e 19h para analisar a glicose.

No grupo tratado com glicerina foram aspirados 132 odcitos com 105 viaveis e no controle
foram aspirados 90 odcitos com 81 viaveis, sem haver diferenca (P>0,05) entre os viaveis e ndo
vidveis. Ndo houve diferenca na persisténcia dos embrides viaveis observados aos sete, oito e
nove dias (P>0,05). Aos sete dias, 0 grupo controle produziu 19 embriGes e o grupo gue recebeu
glicerina na dieta produziu 27 embrides. Observou-se diferenca (P<0,05) nas probabilidades
entre embrides ndo vidveis e odcitos aspirados com resultado negativo para o grupo controle
(0,40) em relacdo aos tratados com glicerina (0,27). Ndo foram observadas diferencas na
glicemia pré e pos-prandial (P>0,05) nos animais tratados com glicerina (75,91 mg/dL) em
relacdo aos controles (71,69 mg/dL), mas houve aumentos pontuais do grupo com 15% de
glicerina em relacdo ao controle. Conclui-se que a glicerina gerou aumentos pontuais da glicose
sérica, mas ndo influenciou na producdo e melhoria da qualidade dos o6citos e embries ou na

persisténcia da viabilidade dos embriGes.

Palavras-chave: fertilizacdo in vitro, glicerol, glicemia, gliconeogenese, viabilidade de

embrides
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Glycerin in diet of Holstein females and influence on quality of oocytes and in vitro
embryos production

Abstract

This study was carried out with the objective of studying the quality of oocytes and in vitro
embryos production of females Holstein fed with and without glycerin added to corn silage. 10
females were used with body condition score between 3.0 and 3.75 points, weighting 555.90 +
87.54 kg and at 50.69 + 13.20 months of age, being 6 lactating cows, 3 dry cows and a heifer,
which were randomly divided into two groups: five animals in a control group and five
receiving 15% of glycerin in the silage. The follicular waves were synchronized and 4 follicular
aspirations were performed at intervals of 15 days. The oocytes were classified and transported
to the laboratory, initiating the in vitro fertilization procedures. Blood was collected from
animals at 7, 9, 11, 13, 15, 17 and 19 hours to analyze glucose. In the group treated with
glycerin 132 oocytes were aspirated with 105 viable ones and in the control 90 oocytes were
aspirated with 81 viable oocytes without differences (P>0.05) between treatments. No
difference was observed in the persistence of viable embryos at 7, 8 and 9 days (P>0.05). At
seven days, the control group produced 19 embryos and the group that received 15% of glycerin
in the corn silage produced 27 embryos. A difference in the probabilities was observed (P
<0.05) between non-viable embryos and aspirated oocytes with negative results for the control
group (0.40) compared to those treated with corn silage and 15% of glycerin (0.27). No
differences were observed in pre- and postprandial glucose (P> 0.05) in animals treated with
glycerin (75.91 mg.dL™) compared to control (71.69 mg.dL™), but there were punctual increases
in the group with 15% of glycerin compared to control. It is concluded that glycerin generated
punctual increases of serum glucose, but did not influence the production and improvement of

oocytes and embryos quality or in the persistence of embryos viability.

Key words: glycerol, glucose, gluconeogenic, in vitro fertilization, viability of embryos
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Introducéo

A biotecnologia reprodutiva é utilizada para aumentar a difusdo de animais com
alto valor zootécnico e o sucesso de tecnologias como a fertilizacdo in vitro depende da
qualidade dos odcitos obtidos (BOLAND et al., 1991).

A raca Holandesa evoluiu geneticamente nos dltimos 50 anos, nos EUA e Canada,
0 que estabeleceu superioridade na producéo de leite em relacdo a outras racas, servindo de base
para 0 melhoramento genético em todo o mundo (HANSEN; HEINS, 2007). Por outro lado, a
eficiéncia reprodutiva, em vacas leiteiras de alta produgdo, vem se reduzindo nas Gltimas
décadas e esta associada ao aumento da producdo de leite (LUCY, 2001; WASHBURN et al.,
2002).

Vacas leiteiras de alta producdo apresentam alteracdes no metabolismo do figado,
do tecido adiposo, do musculo esquelético e na secrecdo e agdo de muitos hormonios envolvidos
no parto, na lactogénese e na manutencao da lactacdo (HEAD; GULAY, 2001). O periodo de
transicdo inicia trés semanas anteriores ao parto se estendendo até as trés semanas posteriores ao
parto, havendo reducdo de consumo alimentar e geracdo de balanco energético negativo (BEN)
(DRACKLEY, 1999).

As alteracBes metabdlicas causadas pelo BEN estdo relacionadas a fertilidade das
vacas leiteiras, por sua influéncia no desenvolvimento folicular e na primeira ovulacdo pés-
parto (BUTLER, 2001), na concentracdo sanguinea de progesterona (BRITT, 1991), na
qualidade dos odcitos (BRITT, 1991;) e dos embrides (LEROY et al., 2005). As mudancas
enddcrinas e metabdlicas foliculares podem comprometer a capacidade de desenvolvimento dos
odcitos, visto que estes sdo altamente sujeitos a qualquer distirbio no seu microambiente
(LEROQY et al., 2008).

A foliculogénese leva em torno de 60 a 80 dias e os foliculos que iniciam o seu
desenvolvimento durante o BEN séo afetados e produzem od6citos de qualidade inferior (BRITT,
1991). O primeiro e o segundo foliculos ovulatérios que ocorrem apds 0 parto comecam seu
desenvolvimento no periodo seco, quando as condigdes metabolicas sdo favoraveis (ALVES et
al., .2009). O terceiro, o quarto e o quinto foliculos ovulatérios se desenvolvem durante o inicio
da lactagdo, quando o BEN € mais intenso, ficando sujeitos as condi¢Ges metabolicas adversas
do pés-parto (LEROY et al., 2006).

A competéncia de desenvolvimento do ovécito é intimamente relacionada a fase de
crescimento e a saude do foliculo (SUTON et al., 2003). A administracdo de precursores
gliconeogénicos no pds-parto, é estratégia para aumentar a concentracdo de glicose sanguinea,
estimulando maior resposta de insulina e reducdo da mobilizacdo de &cidos graxos do tecido

adiposo, minimizando desordens metabdlicas (BERTICS et al., 1992).
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Chung et al. (2007) forneceram 250 g/dia de glicerina seca para vacas no periodo
de transicdo e observaram um estado de energia mais positivo quando comparadas as vacas
controle. Segundo os autores, o efeito gliconeogénico da glicerina resultou em concentracfes
plasmaticas mais elevadas de glicose, concentragdes mais baixas de plasma B-hidroxibutirato, e
de cetonas na urina, o que foi observado na segunda semana de lactaco.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar, em fémeas da raga
Holandesa, a influéncia da glicerina adicionada a silagem de milho na qualidade de odcitos e na

producdo de embrides in vitro.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Setor de Bovinocultura de Leite da Fazenda
Experimental da Universidade Estadual de Maringa, regido Noroeste do Parana, localizada a
23°25° de latitude Sul, a 51°57” de longitude Oeste de Greenwich e 550 m de altitude. As
analises quimico-bromatoldgicas da silagem de milho foram realizadas no Laboratério de
Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de Maringa (LANA).
Os procedimentos com odcitos e embrides foram realizados no Centro de Biotecnologia em
Reproducdo Animal (BIOTEC) do Centro Universitario de Maringa (CESUMAR), de abril a
junho de 2012.

Foram selecionadas dez fémeas da raca Holandesa ndo gestantes, com condicao
corporal entre 3,0 e 3,75 pontos, classificadas pela escala de 1 a 5 pontos com variacdo de 0,25
pontos, sendo 1 para a vaca extremamente magra e 5 para a vaca extremamente gorda
(EDMONSON et al., 1989) com peso vivo de 555,90+87,54 kg e 50,69+13,20 meses de idade,
sendo seis vacas em lactacdo, trés vacas secas e uma novilha. Os animais foram divididos
aleatoriamente, em grupos com cinco fémeas controles sendo trés vacas em lactacdo entre 70 e
140 dias, e duas vacas secas e, cinco fémeas recebendo 15% de glicerina adicionada a silagem
de milho, sendo trés vacas em lactacdo entre 70 e 140 dias, uma vaca seca e uma novilha. Os
concentrados utilizados foram balanceados (NRC, 2001) para vacas em lactacdo, vacas secas e
novilhas (Tabela 1).

Antes de iniciar o experimento, os animais foram pesados e submetidos a
adaptacéo da dieta com e sem glicerina por 12 dias. Os animais ficaram alojados em um piquete
com aproximadamente 1,2 ha, rocado semanalmente com trator e rogadeira hidraulica Baldan®
para manter a baixa disponibilidade de massa de forragem. Iniciou-se a adaptacdo com silagem
de milho e concentrados, e ap6s a estabilizagdo do consumo, iniciou-se a adaptacdo com 5% de
glicerina na silagem até chegar a 15%. A glicerina foi misturada a silagem e ao concentrado
manualmente, baseado na matéria natural. O fornecimento de silagem foi feito individualmente

em cochos tipo canzil uma vez ao dia, pela manh& (7h40min) e os concentrados foram
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fornecidos duas vezes ao dia, sendo a metade apds a primeira ordenha (7h40min) e a outra
metade apos a segunda ordenha (17h).

Na Tabela 1 esté discriminada a composi¢do dos concentrados utilizados pelo Setor
de Bovinocultura de Leite da Fazenda Experimental para vacas secas e novilhas e para as vacas
em lactagdo.

Tabela 1. Composicdo percentual e quimica dos concentrados experimentais

Itens Vacas secas e novilhas Vacas em lactacdo

Composicao percentual (%MN):
Milho moido 60 50
Farelo de soja 12 35
Farelo de trigo 25 10
Bicarbonato de sddio 0,5 -
Nucleo* - 5
Ncleo 2 2,5 -

Composicdo quimica (% MS):
MS 90,1 89,5
PB 14,0 21,6
NDT 83,0 83,3
EE 1,16 1,24
FDN 2,95 58
FDA 4,70 4,9
Ca 0,085 0,155
P 0,325 0,326

!'Lactobovi- niveis de garantia por kg : Célcio 170 g, Fésforo 51g, Enxofre 20 g, Magnésio 33 g, Potassio 28 g, Sédio
93 g, Ferro 2.000 mg, Manganés 1350 mg, Zinco 1.700 mg, Cobre 400 mg, Cobalto 30 mg, lodo 40 mg, Selénio 15
mg, Cromo 10 mg, Fltor 510 mg, Vitamina A 135.000 UI, Vitamina D5 68.000 Ul, Vitamina E 450 UI. 2 Bovipasto-
niveis de garantia por kg : Célcio 240 g, Fosforo 115 g, Enxofre 38 g, Magnésio 29 g, Manganés 3045 mg, Zinco
7.200 mg, Cobre 1.828 mg, Cobalto 133 mg, lodo 118 mg, Selénio 40 mg, Cromo 29 mg, Flior 1.152 mg. Matéria
seca (MS); Proteina bruta (PB); Fibra em detergente neutro (FDN); Fibra em detergente &cido (FDA); Extrato etéreo
(EE); Nutrientes digestiveis totais (NDT); Célcio (Ca) e Fosforo (P).

O manejo alimentar das fémeas em relacdo ao consumo de concentrados foi feito
de acordo com o periodo e producdo de leite entre 70 e 140 dias, consumindo 1,0 kg de
concentrado/3 kg de leite produzido, as vacas secas 2,5 kg de concentrado/dia e as novilhas 2,0
kg/dia.

Foram determinados os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato
etéreo (EE), matéria mineral (MM) (AOAC, 1990), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA), obtida de acordo com Van Soest et al. (1991). Os teores de nutrientes
digestiveis totais (NDT) foram estimados pela equa¢do NDT (%) = DIVMS + (1,25 * EE) - MM
(VAN SOEST, 1994).

Para determinacdo da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foram
pesados aproximadamente 0,25 g de amostra de silagem de milho colocados em sacos (F57)

previamente lavados com acetona e depois incubados a 39,5°C, utilizando incubadora in vitro
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TE-150 (Tecnal ®) de acordo com Goering e Van Soest (1970). O liquido inoculante foi obtido
de bovino castrado da raga Holandesa, provido de canula ruminal recebendo dieta a base de
silagem de milho.

Tabela 2. Composi¢do quimica da silagem de milho

Itens (%)

Matéria Seca 31,59
Proteina Bruta 5,73
Fibra em Detergente Neutro 52,60
Fibra em Detergente Acido 30,33
Extrato Etéreo 2,54
Matéria Mineral 3,12
Digestibilidade in vitro da Matéria Seca 61,39
Nutrientes Digestiveis Totais 61,95

"Matéria seca da massa ensilada; > NDT (%) = DIVMS + (1,25 * EE) - MM (VAN SOEST, 1994).

A glicerina semipurificada utilizada no experimento foi proveniente da produgéo
de biodiesel de 6leo de soja, adquirida na empresa TCS-Meridional (Ponta Grossa PR) e
analisada pelo Instituto de Tecnologia do Parand — Divisdo de Biocombustiveis (Tecpar),
Curitiba. A composi¢do quimica da glicerina utilizada continha: 82,54% de glicerol, 10,23% de
agua, 120ppm de metanol, 1,3% de sodio, 7,4% de cinzas e pH 5,8.

A sincronizacdo das ondas foliculares das fémeas foi realizada (Figura 1) com
progestageno por meio de implante de silicone contendo trés mg de norgestomet (Crestar® MSD
Salde Animal), introduzido entre a pele e a cartilagem da orelha e, simultaneamente foram
aplicados 2 mg de Benzoato de Estradiol (Bioestrogen® BIOGENESIS BAGO), por via
intramuscular.

As aspiracdes foliculares foram realizadas 6,5 dias ap6s o inicio do protocolo de
sincronizacdo das ondas foliculares. Os implantes auriculares foram retirados imediatamente
apos o procedimento de aspiracdo. Foram realizadas quatro sincronizagdes e quatro aspiragdes
foliculares, visando avaliar os o6citos e a producdo in vitro de embrides.

As aspiracbes foliculares foram realizadas utilizando aparelho de Ultrassom
Mindray® P/B - DP 2200 VET, equipado com transdutor setorial intravaginal de 5/7,5 MHz e
dispositivo-guia com agulha WTA 18G para puncgdo folicular, conectado a bomba de vacuo
WTA®, com pressdo de 40 a 50 mmHg.



59

Implante auricular de Crestar + 2mg| IR etirada do implante, AF [Avahacdo dos
de Benzoato de Estradiol (1m.) e classificacio de oécitos embrides
| ! | 1
] L .‘ ! L] L] L]
Dia 0 Dia 6.5 Dia 0 o8 9
L Il il 1
MIV FIV

CIv

18 horas 18 horas

Figura 1. Diagrama esquematico do protocolo de sincronizacdo das ondas foliculares e a
producdo de embribes in vitro, em fémeas holandesas. AF = Aspira¢do folicular, MIV =
maturagdo in vitro, FIV = Fertilizacdo in vitro, CIV = clivagem e produgao de embrides.

Foram aspirados os foliculos que apresentavam diametro a partir de 3 mm
(PERRY, 2007). Para inibir os movimentos peristélticos retais e o desconforto ao animal foi
feita uma anestesia epidural sacrococcigea, utilizando-se 4 a 5 mL de lidocaina a 2%
(Anestésico Pearson®). Em seguida, o transdutor foi inserido até o fundo vaginal e, com o
auxilio da manipulacdo transretal, os ovarios foram posicionados para obter uma boa
visualizacdo dos foliculos na tela do ultrassom. Os foliculos a serem aspirados foram
posicionados no percurso da linha de puncdo indicada na tela do ultrassom e quando se
aproximou a agulha do foliculo a ser aspirado, foi acionada a bomba de vacuo e o odcito
aspirado, procedimento repetido em todos os foliculos a partir de 3 mm e em cada ovério. O
meio contido no tubo Falcon® de 50 mL para receber os oécitos e lavagem da agulha foi
composto: solugdo de: 2,0% de soro fetal bovino (Nutricell®), 98,0% de DMPBS- FLUSH
(solucdo salina fosfatada tamponada modificada de Dulbecco) (Nutricell®) e 5 Ul/mL de
heparina sodica (Liquemine®), para evitar a coagulacdo sanguinea no interior do sistema de
aspiracao.

O material aspirado foi transferido para o filtro de colheita de embrides (EmCom®)
e lavado com a mesma solucdo utilizada na aspirac¢do a 38,5°C. O sedimento restante no filtro
foi observado em placas de Petri de 35 x 15 mm por meio de Lupa de base diascopica binocular
Zoom Nikon, Modelo 645 (Nikon®) e efetuada a procura em 40X, e a contagem e classificagdo
da qualidade dos odcitos em 70 aumentos.

Os odcitos obtidos foram avaliados (GONGCALVES et al., 2008), observando a
morfologia, 0 nimero de camadas de células do cumulus e o aspecto do citoplasma e
classificados em odcitos em viaveis e ndo viaveis.

Os odcitos foram lavados em solugdo comercial de MIV-T (Nutricell) e, em
sequida, foram transportados, em crio tubos (Corning®), para o Laboratério Biotec, em
transportador de odcitos WTA®, em temperatura de 38,5°C, em meio de maturacdo Biomate
(MIV-T Nutricell®).
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No laboratorio, os odcitos foram lavados trés vezes em meio de lavagem TCM-
199, constituido de sais de Earles, glutamina e NaHCOj3, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 22 ug/mL piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, 0,5 ug de FSH/mL, 50 pg de LH/
mL e 1 pg de estradiol/mL, mantidos em estufa, a 38,5°C, 5% de CO, em ar com maxima
umidade, durante 18h. Durante esse periodo, os complexos cumulus odcitos (CCOs)
permaneceram em microgotas de 100 puL de meio de maturagdo coberto por 6leo mineral. Os
oocitos maturados foram lavados trés vezes em 100 uL de meio TALP-FIV suplementado com
10 pg/mL de heparina, 22 pL/mL de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, albumina sérica
bovina-BSA (sem acidos graxos), solu¢do de PHE (2 uM de penicilina, 1 uM de hipotaurina e
0,25 uM de epinefrina). Na fecundacéo in vitro (FIV) foram utilizadas cinco doses de sémen de
touro Holandés (7H6257 Wadetex), descongelado em banho-maria a 35°C.

Para selecdo dos espermatozoides moéveis e remocdo de diluidores e plasma
seminal, foi realizada centrifugagdo em gradiente Percoll 45% e 90% num tubo conico de 15
mL a 1200 rotacBes por minuto (120 g), durante 20 min em Centrifuga Excelsa® Il modelo 206
BL, marca Fanen. Apds a centrifugacdo, retirou-se o pellet de sémen no fundo do tubo cénico e
transferiu-se para outro tubo cénico contendo 10 mL de HEPES-TALP para a lavagem do pellet
em centrifuga a 1200 rpm por 9 min. Apés a centrifugacdo, retirou-se o sobrenadante e
adicionaram-se 2 mL HEPES-TALP no tubo contendo o pellet. Em seguida, misturou-se com a
pipeta de 100 pL retirando-se uma gota para observar a motilidade e ap6s, determinar a
concentracao espermatica.

Foi utilizada a concentracdo de 2 x 10° espermatozoides/mL e estes foram
transferidos para microgotas juntamente com COCs, onde permaneceram por 18h, a 38,5°C, em
atmosfera com 5% de CO,, 5% de O,, 90% de N, com umidade saturada.

Decorrido o tempo de fertilizacdo, as estruturas foram mantidas in vitro no meio
SOF com 10% de soro fetal bovino, com monocamada de células da granulosa. O cultivo foi
realizado por 18h pos-fertilizacdo, em incubadora, com atmosfera gasosa contendo 5% de CO2,
em ar com maxima umidade. A avaliacdo dos embrides foi feita nos dias 7, 8 e 9, sendo
classificados em morula, blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido ou blastocisto
eclodido (OLIVEIRA FILHO, 1999), conforme Manual da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides.

Colheram-se sete amostras de sangue, com agulhas de 40 x 12 mm da veia jugular,
de todos os animais do experimento para dosagem de glicose. As amostras foram colhidas as 7,
9, 11, 13, 15, 17 e 19h, para avaliar a variacdo de glicose nos periodos pré-prandial e pos-
prandial. A glicose sanguinea foi analisada, imediatamente com Sistema Accu-Chek Active®,
de leitura digital por meio de uma gota de sangue.

A andlise estatistica dos parametros sanguineos foi realizada por meio de

Inferéncia Bayesiana descrita em Rossi (2011). Foi considerado que (Y;) a glicose (mg/dL)
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segue distribuicdo de Normal, isto é, Y; ~ N(f(u),0%), i = 1, 2, .., n, tal que 1 = S +
BiTratamento + STempo + &; & ~ N(0,6%). Para &, k = 0, 1, 2, e ¢%, foram consideradas a
priori distribui¢des ndo informativas, respectivamente, B ~ N(0,10° e o% ~ Gamma(10°,10%).
Consideraram-se significativos para o0 modelo, em nivel de 5% os parametros, cujos intervalos
de credibilidade (ICr) ndo contemplam o valor 0.

A obtencdo das distribuicbes marginais a posteriori para todos os parametros foi
por meio do pacote BRugs do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012). Foram
gerados 110.000 valores em um processo MCMC (Monte Carlo Markov Chain) e, considerando
um periodo de descarte amostral de 10.000 valores iniciais. Assim, a amostra final retirada em
saltos de tamanho 10 contém 10.000 valores gerados. A convergéncia das cadeias foi verificada
por meio do critério de Heidelberger e Welch (1983), no pacote coda do R.

A anélise estatistica da qualidade de odcitos de cada coleta foi realizada por meio
de Inferéncia Bayesiana descrita em Rossi (2011). Foi considerada uma estrutura hierarquica tal
que a resposta (nimero de odcitos vidveis /ou ndo viaveis; Yi[N) segue distribuicdo Binomial
com parametros N e p, em que N (total de odcitos) segue uma Poisson com parametro y, isto é,
YiIN ~ Bin(N,p) e N; ~ Poisson(x) i = 1, 2, ..., n. Foram consideradas a priori distribuices: Beta
para p e, Gama para 1, isto é, p ~ Beta(1,1) e u ~ Gama(10%10°). Foram realizadas comparacdes
entre as distribuicBes a posteriori das médias (« para o nUmero de o6citos viaveis /ou ndo
viaveis e, Np para o total de odcitos) dos grupos controle e com glicerina. Consideraram-se
como diferentes, em nivel de 5%, nos grupos cujos intervalos de credibilidade para as
diferencas médias ndo contemplaram o valor 0.

Para realizacdo das analises estatisticas da producdo in vitro de embribes utilizou-
se 0 PROC GENMOD do SAS, testando o efeito do tratamento nas probabilidades de o6citos
viaveis e embrides viaveis aos sete dias, considerando uma distribuicdo binomial e a funcédo de
ligacdo logit. Para o teste dos efeitos dos tratamentos na média do niamero de embrides aos sete,
oito e nove dias utilizou-se PROC GENMOD do SAS, utilizando uma distribuicdo Poisson e a

funcdo de ligacdo log.

Resultados e Discussao

Nas quatro aspirac@es foliculares (AF) feitas nas fémeas foram recuperados 90
00citos no grupo controle e 132 odcitos nas fémeas tratadas com glicerina que ap6s a maturagao
in vitro (MIV), resultaram em 81 odcitos viaveis para as controles (perdas de 10%) e 105 para
as tratadas com glicerina (perdas de 20,45%).

Embora o nimero total de oécitos do grupo tratado com 15% de glicerina tenha
sido 46% superior ao grupo controle, ndo houve efeito dos tratamentos (P>0,05) na producao

total de odcitos (Tabela 3). Foi observada diferenca entre os grupos (P<0,05) no niamero de
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00citos ndo viadveis na quarta aspiracao folicular em que o nimero de ndo viaveis foi superior ao

controle no grupo tratado com glicerina que apresentou 13 o6citos ndo viaveis.

Tabela 3. NUmero o6citos observados e estimativas Bayesianas para a média e desvio-padrdo
da producdo de odcitos viaveis, ndo viaveis e totais, por aspiracao e por animal alimentados com

ou sem glicerina na silagem

Classific. Grupo __

AF de ObCitos Controle_ _ Glicerina (15%) _ p

Observado Estimativa Observado Estimativa

12 Viaveis 16 3,21 (0,819) 27 5,39 (0,102) 0,923
Na&o viaveis 0 3,19 (0,800) 1 2,81 (0,756) 0,642
Total 16 6,39 (1,137) 28 8,40 (1,298) 0,886

22 Viaveis 23 4,60 (0,967) 31 6,20 (1,109) 0,870
Nao viaveis 7 2,80 (0,761) 3 4,19 (0,904) 0,884
Total 30 8,80 (1,336) 34 10,99 (1,484) 0,869

3 Viaveis 17 3,41 (0,835) 25 4,99 (0,989) 0,893
Né&o viaveis 2 1,60 (0,578) 10 1,80 (0,602) 0,592
Total 19 5,40 (1,040) 35 8,60 (1,318) 0,972

42 Viaveis 25 5,00 (1,003) 22 4,39 (0,931) 0,667
Né&o viaveis 0 4,38a (0,930) 13 1,40b (0,539) 0,003
Total 25 9,38 (1,371) 35 8,41 (1,303) 0,697

total  Viaveis 81 16,20 (1,807) 105 20,99 (2,048) 0,961
Né&o viaveis 9 11,98 (1,540) 27 10,21 (1,444) 0,801
Total 90 28,18 (2,378) 132 31,20 (2,505) 0,814

a, b, Médias seguidas de letras diferentes sdo na linha, estatisticamente diferentes por meio de comparagdes
Bayesianas (P<0,05). AF= aspiragao folicular.

A guantidade média de odcitos por fémea por aspiracdo para controles e com 15%
de glicerina foi de 4,5 e 6,6, respectivamente, nimeros inferiores aos resultados encontrados em
outros estudos com fémeas da raca Holandesa observados por Bordignon et al. (1997) que
encontraram a média de 9,9 odcitos/fémea/coleta em dietas sem glicerina, porém, foram
superiores aos encontrados por Lopes et al. (2006), trabalhando com vacas holandesas e
Dinamarguesas Vermelhas e Hasler et al. (1995), com vacas holandesas, que observaram 2,8 e
4,1 oocitos/fémeal/coleta, respectivamente. Portanto, ao compararmos estes resultados, podemos
observar que a glicerina adicionada a silagem de milho ndo influenciou (P>0,05) de forma
negativa na produgdo de odcitos neste estudo.

Britt (1991) observou que a foliculogénese leva em torno de 60 a 80 dias e os foliculos
que iniciam o seu desenvolvimento durante o BEN sdo afetados negativamente liberando
odcitos de pior qualidade e sendo assim o primeiro e o segundo foliculos ovulatérios, ap6s o
parto, comecam seu desenvolvimento no periodo seco, quando as condigdes metabdlicas séo
favoraveis. O mesmo autor reportou que o terceiro, o quarto e o quinto foliculos ovulatérios se
desenvolvem durante o inicio da lactacdo, quando o BEN € mais intenso e, consequentemente,

podem estar sujeitos as condigdes metabdlicas adversas do pds-parto.
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Com excegdo da novilha utilizada neste estudo, os dias em aberto das seis vacas em
lactacdo (entre 70 e 140 dias) e também das trés vacas secas (mais de 300 dias) possivelmente,
foram influenciados pela intensidade do BEN por ocasido do parto (BRITT, 1991) e também
pela ocorréncia de cetose e hipoglicemia no inicio da lactacdo, comprometendo a qualidade dos
oocitos, (LEROY et al., 2008).

Sutton et al. (2003) verificaram que nas células do cumulus, a glicose €
primariamente convertida através da via glicolitica em piruvato e lactato, que sdo os substratos
preferenciais dos odcitos para a producdo de ATP.

O numero de odcitos viaveis é importante na fertilizacdo in vitro e apesar de ndo
haver diferenca (P>0,05) entre as quantidades de odcitos vidveis, a glicerina apresenta como
efeito benéfico o fato de ndo prejudicado os o6citos o que permite sua utilizacdo em fémeas
doadoras na producdo de o6citos.

A glicerina foi adicionada a silagem de milho, neste estudo, com a finalidade de
aumentar o suprimento de glicose na hipétese de melhorar a qualidade e a quantidade de odcitos
e, por consequéncia, a qualidade dos embrifes. Contudo, ndo houve efeito da dieta com e sem
glicerina (P>0,05) sobre a probabilidade de producao de embriGes viaveis aos sete dias (E7) em
relagdo aos odcitos aspirados e nem entre E7 sobre odcitos vidveis (Tabela 4), mas foi
observada maior probabilidade (P<0,05) de geracdo embrides ndo vidveis nos animais sem
glicerina na dieta em relacdo aos odcitos aspirados de animais que receberam dieta com
glicerina.

Das aspirac@es do grupo controle 90 odcitos resultaram em 19 embrides viaveis aos
sete dias e no grupo que consumiu glicerina geraram 132 odcitos e 27 embrides viaveis aos sete
dias, valores que estdo de acordo com as produgdes in vitro.

Tabela 4. Médias das probabilidades de producdo de odcitos e nimero de embries in vitro por

aspiracao/fémeas alimentadas com ou sem glicerina

Glic. Odcitos Probabilidades Embrides viaveis

(%) oa onv oV E7/oa Env7/oa E7/ov E7 E8/E7 E9/E7

0 90a 9a 8la 055a 040a 022a 095(19a 0,75(15)a 0,75 (15)a
15 132a 27a 105a 0,558a 0,27b  0,29a 1,50 (27)a 1,10 (18)a 0,99 (18)a

a,b Médias seguidas de letras diferentes na coluna séo estatisticamente diferentes (P<0,05). Env7= embrifes ndo
vidveis no dia 7; E7= embrides vidveis com 7 dias, média por animal; E8= embribes vidveis com 8 dias, média por
animal; E9= embrides vidveis com 9 dias, média por animal; oa= total de odcitos aspirados; ov= 0d4citos viaveis;
onv= 0dcitos ndo viveis; entre parénteses= nimero total de embrides; Glic.=glicerina.

Pode-se observar que ndo houve diferenca (P>0,05) entre o0s grupos na
probabilidade de produgdo de embribes vidveis aos sete dias, mas os embrides do grupo tratado
com 15% de glicerina foram numericamente maiores que os controles (27/19) com 42,1% a

mais de embrides. N&o foram observadas diferencas (P>0,05) na probabilidade de producédo de
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embrides viaveis aos sete dias, aos oito dias e aos nove dias em relagdo ao dia 7 nos animais
com dieta sem e com glicerina.

Nas observacdes feitas entre os dias sete e nove verificaram-se perdas no grupo
tratado com glicerina que reduziu de 27 para 18 embrides (33,3%) e nos controles reducéo de 19
para 15 estruturas (21,05%) no mesmo periodo (Tabela 4). Poder-se-ia inferir que os embrides
viaveis no dia 9 teriam maiores chances de levar a termo uma gestacdo, ao serem transferidos
para receptoras. Sartori et al. (2002) e Leroy et al. (2005) demonstraram que os embrides
produzidos nas vacas em lactacdo possuem qualidade inferior aos produzidos em vacas ndo
lactantes, novilhas ou vacas de corte.

A glicerina administrada via silagem de milho ndo promoveu efeitos negativos na
producdo in vitro de embrides, mas ndo foi eficiente em melhorar a viabilidade de embrides
produzidos das fémeas holandesas deste experimento.

Né&o foi observada diferenca na média (P>0,05) dos niveis de glicose do sangue
coletado as 7h, 9h, 11h, 13h, 15h, 17h e 19h influenciados pelo uso de 15% de glicerina na
silagem de milho em relagdo aos animais controles (Tabelab).

Tabela 5. Estimativas Bayesianas para os parametros do modelo de efeitos aleat6rios para a

variacdo da glicose sanguinea em funcdo dos tratamentos e do tempo

Estimativas Parametros

Po e 02a 02b O'2e
Média 71,68 4,31 5,85 3,17 2,99
Desvio-padrao 2,895 3,998 1,883 2,262 2,270
ICr(95%) (68,97;77,57) (-3,81;12,38)™  (3,19;10,47) (0,04;6,18) (0,04;6,17)

Observa-se, neste estudo, (Tabela 5 e Figura 2) que tanto o grupo controle quanto o
grupo alimentado com glicerina apresentavam niveis médios de glicose entre 71,69 e 75,91
mg/dL respectivamente, em um periodo de 12h.

Esses valores de concentracdo sanguinea de glicose situam-se dentro da faixa
considerada fisioldgica entre de 45 a 75 mg/dL™ (WITTWER et al., 1987; KANEKO et al.,
1997).

Na Figura 2 observam-se as curvas da glicemia média dos animais tratados com e

sem glicerina.
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Figura 2- Glicemia média (mg/dL) dos animais controles e consumindo 15% de glicerina
avaliada em sete tempos de coleta e horarios de alimentagao.

Os valores pontualmente mais elevados da glicose sanguinea verificados nos
animais consumindo 15% de glicerina ap6s a alimentacdo, comparados aos controles apds
poderiam ser justificados, em parte, pelas caracteristicas da glicerina estudadas por Krehbiel
(2008) que estimou que 44% do glicerol ingerido por ruminantes sdo fermentados a acidos
graxos de cadeia curta, 43% sdo absorvidos pelo epitélio ruminal e 13% passam ao intestino. O
mesmo autor observou que o destino do glicerol absorvido através do epitélio ruminal ou
intestinos € o figado onde é transformado em glicose.

Possivelmente, o glicerol absorvido via epitélio ruminal disponibilizou mais
rapidamente substrato gliconeogénico ao figado que gerou picos de glicose nos animais
alimentados com glicerina apds a alimentacdo, fato ndo observado nos animais controle.

Entretanto, como foi observado na Figura 2, a glicemia média ficou em niveis
fisiol6gicos e ndo pareceu ser o fator limitante na producdo de odcitos e embrides.

Thompson et al. (1996) reportaram que os embrides bovinos, do estadio inicial de
desenvolvimento tem capacidade limitada de usar glicose, dependendo da oxidagdo de
nutrientes como o piruvato no fornecimento de energia.

O uso de glicose pelo embrido necessita de transportadores de glicose GLUT
(glucose transporter), que variam conforme o estadio de desenvolvimento dos embrides
(PANTALEON et al., 1997).

Assim, parece que as necessidades de glicose dos oécitos e embrides mudam
conforme a evolucdo e maturagdo dessas estruturas e sdo facilitadas por diferentes
transportadores de glicose que atuam especificamente em cada fase de desenvolvimento.
Portanto, possivelmente um alto suprimento de glicose poderia ndo ser vantajoso para oécitos e

embriBes j& que a necessidade deste nutriente varia de acordo com o seu desenvolvimento.
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Por outro lado, a baixa disponibilidade de energia e caréncia de glicose que ocorre
no periodo de transi¢do durante o BEN suprime a secrecdo pulsatil de LH e reduz a resposta
ovariana ao LH (BUTLER, 2001), impedindo a ocorréncia de ovulacéo.

Possivelmente, a glicose ndo é um substrato importante em grandes quantidades
para 0s odcitos e embrides, mas é fundamental para abrandar as desordens enddcrinas, como
baixa produgdo de hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH), fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1), insulina, frequéncia de pulsos de LH, baixa concentracdo de
progesterona, o que compromete o desempenho reprodutivo do rebanho (FORMIGONI et al.,
1996).

Conclusoes

Conclui-se que nao houve efeito sobre a média de glicose sanguinea, mas houve
aumentos pontuais na glicemia nos animais tratados com 15% de glicerina de biodiesel em
relagdo aos controles. Nas fémeas holandesas utilizadas neste ensaio, o incremento da glicose
sérica ndo influenciou na producdo e melhoria da qualidade dos odcitos aspirados, na maturagao
in vitro, na qualidade e producdo de embrides ou na probabilidade de persisténcia da viabilidade

dos embrides.
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VI - CONCLUSOES GERAIS

O presente experimento foi dividido em trés partes. No primeiro e segundo
trabalhos foi avaliada a incluséo de 0, 5, 10, 15 e 20% de glicerina de biodiesel nas
silagens de milho e cana-de-agUcar e os efeitos na composicdo quimica, estabilidade
aerobia, DIVMS, DIVPC, a degradabilidade in situ da MS, FDN e PB. No terceiro
ensaio, utilizaram-se dez fémeas holandesas em que se avaliaram os efeitos da adi¢éo de
15% glicerina adicionada a silagem de milho sobre a producéo e qualidade de odcitos e
a producédo in vitro de embrides. No primeiro experimento com silagem de cana-de-
acucar e niveis de glicerina, observaram-se melhorias na composi¢cdo quimica pelo
incremento de CNF, NDT, MS e pela reducdo dos teores de FDN e de FDA, resultados
que possibilitam compensar perdas de qualidade nos processos de ensilagem, e no
fornecimento aos animais apos a abertura. A DIVMS e DIVPC aumentaram linearmente
e foram influenciados pela inclusdo da glicerina. A glicerina adicionada a silagem de
cana-de-acucar melhorou a estabilidade aerébia mantendo o pH e temperatura baixos
por mais tempo. Esses resultados indicam a glicerina como um promissor aditivo para
silagens de cana-de-acUcar, sendo capaz de enriquecer a densidade energética e
melhorar a estabilidade aerobia do material ensilado. No segundo experimento com
silagem de milho e niveis de glicerina observaram-se aumentos nos teores de MS, CNF,
MM, NDT e a reducdo da FDN, FDA, PB e EE a medida que a incluséo da glicerina foi
maior. Na avaliacdo da estabilidade aerdbia, a temperatura e o pH das silagens com
glicerina se mantiveram inferiores aos outros niveis no periodo avaliado. A DIVMS e
DIVPC nas silagens glicerina foram superiores as demais. A degradabilidade efetiva da
MS foi melhor nas silagens com glicerina. A glicerina demonstrou ser um aditivo
promissor para silagens de milho, sendo capaz de enriquecer a densidade energética,
melhorar a degradabilidade ruminal da MS e manter a estabilidade aerébia do material
ensilado. No terceiro experimento, ndo foram observadas diferencas no ndmero de

o0citos viaveis e ndo viaveis entre o grupo controle com glicerina. N&o houve diferenca
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na persisténcia dos embrides viaveis observados aos sete, oito e nove dias, mas
observou-se diferenca nas probabilidades entre embrides ndo viaveis e odcitos aspirados
com resultado negativo para o grupo controle em relagdo aos com glicerina. Nao foram
observadas diferengcas na glicemia pré e pds-prandial, nos animais tratados com
glicerina em relacdo aos controles, mas houve aumentos pontuais do grupo com
glicerina em relagéo ao controle. Conclui-se que a glicerina gerou aumentos pontuais da
glicose sérica, mas ndo influenciou na producdo e melhoria da qualidade dos odcitos e
embrides ou na persisténcia da viabilidade dos embrides.



VII - IMPLICACOES

As gramineas comp8em a maior parte da dieta dos ruminantes no Brasil, sendo a
principal fonte de energia para bovinos de leite e de corte e, por isso, 0 desempenho
desses animais esta fortemente ligado a qualidade dos volumosos. A cana-de-aglcar € 0
milho s&o as plantas mais utilizadas para ensilagem, por sua produtividade, adaptacao a
praticamente todos os climas e solos, e 6timos teores de matéria seca. Mesmo com boas
caracteristicas nutricionais, as silagens de cana-de-agcucar ou de milho, na fase de
utilizacdo, perdem qualidade em funcdo da exposicdo ao ar favorecendo a acdo de
microrganismos que promovem o0 aquecimento, a fermentagdo alcodlica, aumento de
pH pela degradacdo do acido latico e carboidratos soluveis da silagem. Em
consequéncia do processo fermentativo aerobio, as silagens perdem valor nutritivo além
de comprometer o consumo e a digestibilidade.

Nas silagens de cana-de-agucar e milho com glicerina deste ensaio notou-se
excelente estabilidade aerdbia, constatada pela manutencdo do pH e temperatura baixos
e estaveis por maior tempo. Estes resultados destacam a glicerina como um promissor
aditivo capaz de melhorar a estabilidade aerobia do material ensilado, contribuindo para
a conservacao das qualidades nutricionais da silagem. Observou-se também que a
inclusédo de glicerina as silagens aumentou o teor de MS, NDT, CNF e reduziu os teores
de FDN e FDA no material ensilado além de aumentar a degradabilidade da MS, FDN e
PB. A alta concentracdo de energia associada ao sabor adocicado, além da reducdo de
FDN e FDA sdo atributos altamente indicados para aumentar a IMS que é normalmente
baixa nas vacas de alta producdo no periodo de transicdo. Apesar de ser altamente
soluvel, rapidamente fermentavel e ter 6timo conteldo energético, a glicerina nédo
possui amido e por esta razdo ndo provoca reducdo de pH no rumen, caracteristica
importante que a distingue na classe de carboidratos rapidamente fermentaveis ricos em

amido e por isso também altamente acidificantes.



73

Esta configuracdo obtida nas silagens com glicerina se encaixa bem nas demandas
alimentares das vacas leiteiras no periodo de transicdo. A silagem com glicerina pode
ser Otima estratégia para aumentar a IMS e melhorar o nivel de glicose sérica e
estimular a producdo de insulina reduzir as concentragdes de PB-hidroxibutirato no
plasma, e de cetonas na urina provenientes da mobilizagdo lipidica, minimizando
desordens metabdlicas. Por aumentar o status energético, as silagens com glicerina se
fornecidas trés semanas pré-parto até trés semanas apds o parto, possivelmente
provocaria efeitos positivos sobre o quadro metabdlico das vacas facilitando o retorno
ao estro e a melhoria da qualidade de o6citos e embrides.



