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FONTE ALTERNATIVA DE INOCULO RUMINAL PARA AVALIAgAO IN
VITRO DE COPRODUTOS GERADOS NA CADEIA DE PRODUCAO DO
BIODIESEL

Autor: Henry Daniel Ruiz Alba.

Orientador: Ronaldo Lopes Oliveira
RESUMO:

Duas fontes de inoculo ruminal, indculo ruminal de animais abatidos em
frigorifico e inoculo ruminal de animais fistulados, foram comparadas atraves da
metodologia in vitro. Para essa comparacdo foram utilizadas dezesseis dietas que
compreendiam quatro coprodutos gerados na cadeia de producdo de biodiesel com
quatro niveis de inclusdo de cada coproduto. Foram avaliadas a digestibilidade in vitro
da matéria seca (DIVMS) e da fibra insoltvel em detergente neutro (DIVFDN) em
incubacBes de 72 horas, a concentragdo dos &cidos graxos volateis (acido acético, acido
propiénico e acido butirico), a relacdo &cido acético : acido propidnico, 0 nitrogénio
amoniacal, e 0 pH em até 8 horas ap0s o inicio da incubacdo. Foi observado o efeito da
fonte de indculo ruminal (p < 0,001) sobre a DIVMS e DIVFDN quando usada a torta
de dendé em niveis de inclusdo de 7%, 14% e 21%. N&ao foram observadas diferencas
significativas (p > 0,05) nas concentracdes de acido acético nem na proporcdo de acido
acetico : acido propiobnico das dietas. Observaram-se diferencas significativas na
concentracdo de acido propiénico no nivel de inclusdo de 0% de glicerina bruta (p =
0,0114) e na concentracdo de acido butirico nos niveis de inclusdo de 7% de torta de
dendé (p = 0,0446), de 21% de torta de licuri (p = 0,0032) e de 10% de farelo de
mamona (p = 0,0045) sendo maiores as concentra¢es quando usado o in6culo ruminal
de animais fistulados. A maior concentracdo do pH foi observada (p < 0,05) na maioria
das dietas quando incubadas com in6culo ruminal de animais abatidos em frigorifico.

Os dados encontrados apresentam ao indculo ruminal de animais abatidos em
frigorifico como uma potencial fonte de indculo ruminal para analises na metodologia in
vitro, porém, mas estudos sdo necessarios para poder usar com precisdo esta fonte de
indculo ruminal e evitar diferencas significativas como quando incubadas amostras com

conteudo de torta de dendé.

Palavras-chave: Digestibilidade, Fermentacdo Ruminal, Acidos graxos volateis,
Nitrogénio Amoniacal, pH, Nutri¢cdo de ruminantes.



ALTERNATIVE SOURCE OF INOCULUM FOR RUMINAL IN VITRO
EVALUATION OF BYPRODUCTS GENERATED IN THE CHAIN OF
PRODUCTION OF BIODIESEL

Author: Henry Daniel Ruiz Alba.

Adviser: Ronaldo Lopes Oliveira
ABSTRACT:

Two sources of ruminal inoculum, ruminal inoculum of animals slaughtered in a
industrial slaughtered house and inoculum of rumen fistulated animals, were compared
using the methodology in vitro. For this comparison were used sixteen diets that
comprised four co-products generated in the production chain of biodiesel with four
levels of inclusion of each byproduct. Were evaluated the in vitro dry matter
digestibility (IVDMD) and insoluble fiber in neutral detergent (IVFND) in incubations
of 76 hours, the concentration of volatile fatty acids (acetic acid, propionic acid and
butyric acid), acetic acid : propionic acid proportion, the ammoniacal nitrogen and pH
up to 8 hours after the start of incubation. It was observed the effect of source of
ruminal inoculum (p < 0.001) on the IVDMD and IVFND when used the palm kernel
cake at inclusion levels of 7 %, 14% and 21 %. No significant differences were
observed (p > 0.05) in concentrations of acetic acid or the proportion of acetic acid :
propionic acid of diets. We observed significant differences in the concentration of
propionic acid in the level of inclusion of 0% of crude glycerin (p = 0.0114) and in the
concentration of butyric acid in the levels of inclusion of 7% palm kernel cake (p =
0.044), 21% of licuri cake (p = 0.0032) and 10% of castor bean meal (p = 0.0045) and
higher concentrations when used the inoculum of rumen fistulated animals. The largest
concentration of pH was observed (p < 0.05) in most diets when incubated with rumen
inoculum of animals slaughtered. The data found feature to ruminal inoculum of
animals slaughtered as a potential source of ruminal inoculum for analyzes in
methodology in vitro, however, studies are needed in order to be able to use with
precision this source of ruminal inoculum and avoid significant differences as when

incubated samples with content of palm kernel cake.

Keywords: Ammoniacal nitrogen, Digestibility, fatty acids volatile, Nutrition of
ruminants, pH, Ruminal Fermentation



1 INTRODUCAO

O Estado da Bahia esta integrado no crescimento constante das inddstrias
brasileiras, trazendo beneficios socioecondmicos para a populacdo como geracdo de
empregos e fluxo econdmico.

A industria de biodiesel tem apresentado um crescimento constante nos ultimos
anos, as principais motivacdes para a producdo de biodiesel sdo os beneficios
socioecondémicos e ambientais que podem ser gerados. O grande mercado energético
brasileiro da sustentacdo a um imenso programa de geracdo de emprego e renda a partir
da producéo do biodiesel.

Segundo a pesquisa feita por Lucena (2008), a cada 1% de substituicdo de 6leo
diesel por biodiesel produzido com a participacdo da agricultura familiar podem ser
gerados cerca de 45 mil empregos no campo, com uma renda média anual de
aproximadamente R$4.900,00 por emprego.

Além disso, a partir de 2008, a mistura de biodiesel puro (B100) a 6leo diesel
passou a ser obrigatoria. Entre janeiro e junho de 2008, a mistura de biodiesel puro ao
oleo diesel foi de 2%, entre julho de 2008 e junho de 2009 foi de 3% e entre julho e
dezembro de 2009 foi de 4%. A partir de primeiro de janeiro de 2010, o biodiesel
passou a ser adicionado ao 6leo diesel na proporcdo de 5% em volume, conforme a
Resolucdo do Conselho Nacional de Politica Energética N° 6 de 16 de setembro de 2009
(AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, 2013).

O biodiesel é produzido a partir de plantas oleaginosas e gordura animal,
matérias primas que podem ser produzidas por familias rurais, melhorando a situacéo
econdbmica das mesmas, que podem participar individualmente ou em associagdes
contribuindo assim para o desenvolvimento econémico e social.

No processo de producdo de biodiesel, sdo gerados coprodutos, dentre os quais
tem-se, principalmente, as tortas e os farelos, que eram descartados por serem
considerados residuos sem valor econémico, poluindo o meio ambiente. Esses
coprodutos possuem caracteristicas e niveis nutricionais (proteina e energia) variados,
mas com potencial para alimentagdo animal e s&o de aquisicdo com baixo custo
(OLIVEIRA et al.,, 2012), atribuindo aos coprodutos um novo contexto para
substituicdo de alimentos mais comumente usados e estudados (milho, soja) ou para sua

incluséo na dieta total com a consequente diminuigdo dos custos de alimentag&o.



A diminuicdo dos custos de alimentacdo sem o comprometimento da produgéo
pecudria torna-se um fator que impulsiona o produtor rural a lutar contra os desafios do
século, tornando-o mais competitivo, promovendo, dessa forma, o desenvolvimento das
cadeias produtivas pecuarias e 0 consequente aumento global de produtos derivados da
pecudria como carne e leite.

A avaliacdo de um alimento é determinada para conhecer sua habilidade de
sustentar diferentes tipos e niveis de producdo animal. Essa habilidade depende,
principalmente, da digestibilidade do alimento, que é influenciada por suas
caracteristicas fisicas e quimicas. As técnicas para avaliar os alimentos podem ser
classificadas como: i) Métodos bioldgicos, que usam animais (Métodos in vivo e in situ)
e i) Métodos de laboratério, que sdo caracterizados pela simulacdo do ambiente
ruminal, utilizando liquido ruminal coletado de animais doadores (Método in vitro).

No metodo in vivo, é necessario um elevado nimero de animais, grande
quantidade de alimentos, m&o-de-obra, tempo, além das instalagbes em que serdo
alojados. Embora seja um método preciso, 0 custo para sua conducdo € oneroso, quando
comparado com os métodos in situ e in vitro, que requerem poucos animais para as
avaliacdes, reduzindo, assim, o nimero de animais e instalacbes e, consequentemente,
0s custos. O método in situ, requer trabalho intensivo para um bom desempenho,
mesmo apresentando algumas desvantagens como a manipulacdo diéria e o estresse do
animal (MOULD et al, 2005). As avalia¢bes in vitro surgem como uma alternativa
(DAMIRAN et al., 2008), porque o numero de animais necessarios € reduzido,
diminuindo os custos, e apresenta-se como um método confidvel para a avaliacdo de
alimentos.

Essa técnica, no entanto, depende, principalmente, da fonte de indculo ruminal
(AMMAR et al., 2008). Geralmente, o in6culo ruminal é obtido de animais fistulados,
porém a cirurgia para fistular os animais € um procedimento de alto custo, que requer
uma série de cuidados, além disso, as leis de protecdo dos animais tém incrementado e
estdo cada vez mais rigorosas quanto a liberacdo para tais procedimentos. Em funcéo
disso, a obtencdo de inoculo ruminal de animais abatidos em frigorifico surge como
uma Gtima alternativa para ensaios in vitro (CATTANI, 2011).

O inoculo ruminal usado em ensaios in vitro, contudo, representa a principal

fonte de variagcdo do mesmo, dependendo do animal, do consumo e da oferta de dieta e



de agua, do ambiente ruminal, da producéo de saliva, do tratamento pré-incubacédo, do
método de coleta, da regido geografica dentre outros (MOULD et al., 2005). Os
protozodrios sdo 0s microrganismos do indculo ruminal que mais variam pela
distribuicdo geogréafica, sendo que animais de uma regido apresentam diferencas
significativas no contetdo de protozoarios com animais de outra regido (KULKARNI,
2013).

A principal fonte de variacdo do inoculo ruminal é o alimento (proporcao, tipo e
frequéncia de alimentacdo) que recebe o animal doador do in6culo ruminal ou das
caracteristicas fisico-quimicas desse alimento como o tamanho de particula (TAFAJ et
al., 2005), sendo a contagem de bactérias celuloliticas diminuida de 10" em dietas com
feno a 10° em dietas onde o milho substituia o feno (MOULD et al., 2005).

A abundancia, a composi¢cdo microbiana e a atividade dos microrganismos no
indculo podem variar consideravelmente, dependendo da espécie (BROOKS et al.,
2014), do método de colheita do conteddo ruminal (BUENO et al., 2005), de varia¢des
fisioldgicas e metabolicas do mesmo individuo, ou da dieta que recebe o animal doador
(MOULD et al., 2005).

Ha& controvérsias se o animal doador do indculo pode ou ndo exercer um efeito
sobre os parametros de fermentagcdo e as populagfes microbianas determinadas por
ensaio in vitro. Ndo foram observadas diferencas significativas na digestibilidade
aparente ou na digestibilidade verdadeira in vitro de alguns alimentos quando
comparado indculo ruminal obtido de novilhos alimentados com feno e indculo ruminal
obtido de vacas alimentadas com uma dieta 56% forragem e 44% grdo (KING;
PLAIZIER, 2006) e na producdo de gas quando comparados o inoculo ruminal obtido
de vacas Holstein em lactacdo e o inoculo ruminal obtido de ovinos Santa Inés
(BUENO et al., 2005), ao passo que outros autores encontraram diferencas
significativas tanto na digestibilidade, na producdo de AGV’s, na concentracdo de
amonio (MOULD et al., 2005) e na producéo de gas (VAN GELDER et al., 2005).

A variabilidade influenciada pelo estado fisiolégico do individuo doador do
inoculo ruminal pode ser diminuida pela mistura do contetdo do ramen de varios
animais.

H&, também, alguma controversia sobre o momento ideal de amostragem de

contetdo ruminal para a preparacdo de indcuos (MOULD et al., 2005).



Na avaliacdo in situ e in vitro € necessaria, a utilizacdo de animais previstos de
canula ruminal, abomasal, omasal, duodenal e/ou ileal, e a constante manipulagéo dos
animais, que afeta o bem-estar animal e va contra as leis sobre cuidado dos animais
como citado por Mutimura et al. (2013), marcado até como inaceitavel por Chaudhry e
Mohamed (2012).

Muitos experimentos foram feitos comparando diferentes fontes de indculo
ruminal como fluido ruminal e fezes de ovino (VARADYOVA; BARAN; ZELENAK,
2005), fluido ruminal e fezes de bdfalo (CUTRIGNELLI et al., 2005), fluido ruminal
obtido de bufalos e fluido ruminal obtido de ovinos (CALABRO et al., 2005), fluido
ruminal obtido de caprinos e fluido ruminal obtido de ovinos (AMMAR et al., 2008),
diferentes métodos de conservagdo do inoculo ruminal (HERVAS et al, 2005; DENEK;
CAN; AVCI, 2010), dentre outros, tendo se encontrado diferencas significativas ou néo.

Para ndo requerer de animais canulados, diminuir os custos da cirurgia de
canulacdo e cuidado dos animais canulados e, ndo contrariar leis sobre o bem-estar
animal, Chaudhry e Mohamed (2012) propuseram a utilizacdo do contetido ruminal de
animais abatidos como fonte de inoculo ruminal em ensaios in vitro.

Tendo em consideracdo as observagdes descritas, foi formulada a hipotese que o
indculo ruminal obtido de animais abatidos em frigorifico pode substituir ao in6culo
ruminal obtido de animais fistulados nas andlises de digestibilidade e parametros de
fermentacao ruminal em ensaio in vitro de coprodutos gerados na cadeia de producéo de
biodiesel.

Neste contexto, Objetivou-se avaliar o inéculo ruminal obtido de animais
abatidos em frigorifico nas andlises de digestibilidade e pardmetros de fermentacédo
ruminal em ensaios in vitro. Os resultados levardo & utilizacdo de tecnologias de

avaliacdo dos alimentos que levam em consideracdo o bem-estar animal.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Digestibilidade in vitro
O uso de animais fistulados é contraria a posi¢do do bem-estar animal, ja que os
animais usados estdo expostos a estresse durante a preparagdo, a avaliacdo e a

recuperacdo dos procedimentos experimentais. Embora o pesquisador tente reduzir o



manejo dos animais e melhorar as condi¢fes de comodidade do animal ainda tem-se
levantado questdes éticas e morais sobre 0 bem-estar animal (MOULD et al., 2005)

Além disso, os altos custos associados a capacidade analitica limitada da técnica
in situ, levaram ao desenvolvimento de técnicas in vitro com vantagens importantes,
como a menor manipulacéo dos animais, diminuindo o estresse animal.

A funcdo de um sistema in vitro é reproduzir as condi¢bes ruminais sem
comprometer as caracteristicas da fermentacdo ruminal, como o pH. As técnicas in vitro
podem ser classificadas como: i) Os métodos utilizados para medir a digestibilidade de
alimentos para animais; ii) métodos que medem a producdo de gas a partir da
fermentacdo de alimentagdo. Esses sistemas tém feito o possivel para diminuir as
varidveis que provocam variacdo e consequentemente melhorar o estudo dos processos
na dindmica ruminal, como o metabolismo do nitrogénio (CALSAMIGLIA; STERN;
FIRKINS, 1995), os acidos graxos e a biohidrogenacdo (QIU et al., 2004); o impacto de
diversos fatores sobre a fermentagéo e o crescimento microbiano (BACH et al., 2008), o
efeito do pH e da relacdo de alimentos:tampdo de diferentes compostos naturais como
Oleos essenciais (CASTILLEJOS; CALSAMIGLIA; FERRET, 2006) e coprodutos
como farelo de girassol (GARCIA et al., 2006) e torta de oliva (MOLINA-ALCAIDE et
al., 2009).

2.2 Parametros da fermentacdo ruminal

2.2.1 Acidos graxos volateis.

No rdmen, a producdo de éacidos graxos volateis, depende da composicdo da
dieta, da atividade microbiana, do pH do meio, da frequéncia de ingestdo de alimentos,
da taxa de passagem, dentre outros fatores (KNAPP et al., 2014).

Segundo Bannink et al. (2006) os acidos graxos volateis sdo, em quantidade, os
maiores produtos da fermentacdo do ramen, sendo que o acetato, o butirato (obtidos,
principalmente, da fermentagcdo de carboidratos fibrosos e usados, principalmente, no
metabolismo do animal, como precursores da sintese de acidos graxos de cadeia longa)
e 0 propionato (obtido, principalmente, da fermentacdo de carboidratos ndo fibrosos e
principal precursor de glicose) representam 95% dos acidos graxos volateis do fluido

ruminal.



Os é&cidos graxos volateis sdo usados pelo animal como a principal fonte de
energia, sendo que o ruminante depende dos acidos graxos volateis para suprir 80% as
necessidades energéticas de mantenca (ALUWONG; KOBO; ABDULLAHI, 2010)

No que diz respeito a composicéo da dieta, tem-se observado que as propor¢oes
dos acidos graxos volateis (acetato:propionato:butirato) presentes no fluido ruminal é de
70:20:10 em dietas que contém apenas forragens, 60:30:10 em dietas que misturam
concentrado e forragens e 50:40:10 em dietas que contém s6 concentrado (ALUWONG;
KOBO; ABDULLAHI, 2010), deduzindo, por conseguinte, que na medida em que se
incrementa o concentrado na dieta, diminui-se a proporcao acetato:propionato indicando
que quando se incrementam os niveis de concentrado na dieta, incrementam-se 0s niveis
de propionato no fluido ruminal.

A variacdo na producdo dos acidos graxos volatieis que depende da populagéo
de microrganismos, € também altamente dependente do tipo de dieta e carboidrato que
chega a ser fermentado. E assim que em dietas com alto contetido de grdo (alimentos
que geralmente contém mais carboidratos ndo fibrosos comparados aos estruturais), €
impulsionado o crescimento de bactérias que produzem propionato e afetando o
crescimento de bactérias que produzem acetato (ELLIS et al., 2008), diminuindo, assim,
a proporc¢ao acetato:propionato.

Segundo Moreira et al. (2009), a producgdo de gas é classificada como direta ou
indireta mas sempre relacionada com os AGV’s.

A producdo direta de gas esta diretamente relacionada com a fermentacdo do
alimento pelas bactérias ruminais e a producao de produtos finais como os AGV’s e a
producdo indireta esta relacionada ao tamponamento dos AGV’s pelo bicarbonato com

a consequente liberacdo de CO, (CATTANI, 2011).

2.2.2 Potencial de hidrogénios (pH).

O pH no rdmen esta no faixa de 5,5 a 7,0 e; varia em funcdo da composicéo da
dieta (com tendéncia a 5,5 em dietas com um alto contetdo de carboidratos ndo fibrosos
rapidamente fermentaveis e com tendéncia a 7,0 em dietas com maior conteudo de
carboidratos fibrosos de lenta fermentacdo), do horério do dia, do nimero de refeicdes,
dentre outros fatores. Longos periodos de pH baixo podem afetar negativamente o

consumo de alimento, a degradacdo de nutrientes (DIJKSTRA et al., 2012) e a



populacdo bacteriana; segundo Lu (2013), o pH < 6,0 inibe o crescimento ¢ a
fermentac&o das bactérias celuloliticas.

Dois mecanismos de regulacdo do pH ruminal podem ser observados: o primeiro
¢ a capacidade tampdo da saliva, mediante bicarbonatos e fosfatos; o segundo é a
absorcdo dos acidos graxos de cadeia curta a traves do epitélio ruminal na sua forma
ndo dissociada, a forma dissociada é absorvida mediante canais transportadores (LU,
2013).

O valor do pH tem uma relacdo negativa com a concentracdo dos acidos graxos
volateis, ou seja, enquanto se incrementa a concentracdo dos acidos graxos volateis,
diminui-se o pH do meio ruminal, essa acidez é dependente da dissociacdo dos &cidos
graxos volateis, representada pelo valor do pKa (DIJKSTRA et al., 2012).

O valor do pKa do acido lactico é 3,86 e dos principais acidos graxos volateis é:
acido acético pKa = 4,76; acido propiénico pKa = 4,87 e &cido butirico pKa = 4.82
(DIUKSTRA et al., 2012).

2.2.3 Nitrogénio amoniacal.

No rimen, as bactérias comecam a degradacdo do alimento. Com relacdo a
proteina, o primeiro passo da degradacdo € a hidrolise pelas proteases para peptideos e
aminoacidos, o segundo passo € pela acdo de peptidases e enzimas desaminadoras para
cadeias carbdnicas e amonia. Os responsaveis por essa degradacdo sdo 0s
microrganismos ruminais que degradam compostos nitrogenados (ABDOUN;
STUMPFF; MARTENS, 2007).

O teor de Nitrogénio amoniacal (N-NHs) é consequéncia do equilibrio entre sua
liberacdo, a partir da degradacdo dos compostos nitrogenados, e da sua utilizacdo pelos
microrganismos.

Mais de 50% de nitrogénio consumido é absorvido na forma de amdnia, embora,
no rimen, encontrem-se presentes as duas formas NHs; e NH,", e essa concentragdo é
dependente do pH, sendo que, em pH menor que 7,0, a concentracdo de NH4+ é maior
que 99% no fluido ruminal (LU, 2013).

Da ureia total que circula no corpo em ruminantes, 90% é reciclado para o trato
gastrointestinal e, além dos compostos nitrogenados do alimento, também a amonia €

gerada na hidrélise da ureia reciclada que chega ao trato gastrointestinal por meio da
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saliva (DIJKSTRA et al., 2012) e 3,8 g.d™* de N-NHs é produzido de fontes endégenas
via reciclagem (ABDOUN; STUMPFF; MARTENS, 2007).

A concentracdo de N-NH;3; é indispensavel para o crescimento bacteriano
principalmente das bactérias celuloliticas, desde que associada a fontes de energia, e
esta diretamente relacionada a solubilidade da proteina da dieta e a reten¢do do N pelo
animal (YAN et al., 2007).

A amonia é a fonte de nitrogénio para a maior parte das bactérias (90% de
espécies bacterianas), promovendo o crescimento e sinteses de proteina microbiana,
sendo que de 40% a 70% do nitrogénio microbial € derivado da amdnia produzida no
rimen e a sintese de proteina microbial é saturada em concentra¢cGes ruminais de 3.6
mmol.L™ ou 50 mg.L™ NHs-N onde a reciclagem de ureia é menor (LU, 2013).

Sabe-se que a concentracdo de amonia € responsavel pela modulacdo da
reciclagem da ureia e estimula o transporte do sédio (LU, 2013).

A absorcdo da amdnia ndo é sé modulada pelas suas concentragdes no fluido
ruminal mas também pela concentracdo dos acidos graxos de cadeia curta e do dioxido
de carbono, efeito que pode ser explicado pela acdo dos &cidos graxos de cadeia curta e
do dioxido de carbono sobre o fluxo de sangue epitelial (ABDOUN; STUMPFF;
MARTENS, 2007).

2.3 Ino6culo Ruminal

A avaliacdo de alimentos pela técnica in vitro tem-se convertido numa opcao
viadvel para a avaliagdo de alimentos, tendo como vantagens o maior numero de
avaliacOes, custos relativamente menores, a automatizacdo e a precisdo de dados, a
possibilidade de avaliacdo de alimentos que poderiam afetar a salde animal e a alta
correlagdo com estudos feitos in vivo (Mould et al., 2005).

Vérios fatores influenciam o in6culo ruminal usado nas avaliacGes e dos fatores
que podem ser controlados sdo atribuidos ao proprio animal (espécie animal, estado
fisiologico, idade, frequéncia de alimentacdo, salivacdo), ao alimento (proporcéao
forragem:concentrado, fonte de carboidratos ndo fibrosos, tipo de volumoso,
apresentacdo e qualidade do alimento, contetdo de gorduras ou 0leos, uso de aditivos) e
ao metodo de coleta (horério de coleta, quantidade e qualidade das fases do contetido

ruminal, manutencdo das condicBGes anaerobicas, tipo de tampdo usado), e segundo
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Bueno et al. (2005), algumas dessas variaces podem ser diminuidas com a coleta de
indculo ruminal de véarios animais e o preparo da equipe de coleta para uma

padronizacéo da coleta.

2.4 Fontes de inoculo ruminal

A obtencéo do indculo ruminal da-se a partir de animais fistulados, méas o uso de
animais fistulados ndo estd positivamente ligado ao bem-estar animal, o que levou
buscar varias outras fontes alternativas de inoculo ruminal para essas avaliacOes, e
segundo Mould et al. (2005) sempre apresentando variacbes que segundo 0s
pesquisadores poderiam ser corrigidas por meio de equacfes matematicas.

Entdo é preciso avaliar outras fontes de inoculo ruminal para realizar estes
estudos in vitro, que sdo similares ao indculo ruminal obtido de animais fistulados, é
assim que o indculo ruminal obtido do rimen de animais abatidos em frigorifico surge
como uma opgdo vidvel para as avaliagcbes In vitro sendo que esse inéculo ruminal
apresenta muita similaridade com o in6culo ruminal de animais fistulados e a obtencéo
desse indculo ruminal ndo apresenta os custos de manutencéo de animais fistulados nem
encontra-se afetando o bem-estar animal.

Muitos experimentos foram feitos comparando diferentes fontes de indculo
ruminal ou métodos de conservacdo, para diminuir a manipulacdo constante de animais
fistulados, consequentemente, diminuir o estresse e melhorar as condi¢bes de conforto
do animal. Foram testadas algumas alternativas como, fezes de ovino comparada com
contetido ruminal de ovinos como fonte de indculo (VARADYOVA; BARAN;
ZELENAK, 2005), fezes de bafalo comparada com contetido ruminal de buafalos como
fonte de inéculo (CUTRIGNELLI et al., 2005), fluido ruminal obtido de bufalos e
fluido ruminal obtido de ovinos (CALABRO et al., 2005), fluido ruminal obtido de
caprinos e fluido ruminal obtido de ovinos (AMMAR et al., 2008), diferentes métodos
de conservacdo do inoculo ruminal (HERVAS et al, 2005; DENEK; CAN; AVCI,

2010), dentre outros, tendo se encontrado diferencgas significativas ou ndo.
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2.5 Coprodutos derivados da producéo de Biodiesel.

2.5.1 Dendé

O Dendé é uma fonte importante para a producdo de biocombustiveis em regides
tropicais (SILVA et al., 2013)

Segundo Furlan Janior et al. (2006) para cada 100 toneladas de cachos de frutos
processados sdo obtidas 3 toneladas de torta de dendé.

De acordo com Sousa et al. (2010) a extracdo do Oleo é realizada de duas
formas: processo de extracdo por solvente e processo de extracdo mecanica. O primeiro
processo da-se pelo uso de solventes quimicos, no entanto o residuo obtido ndo possui
uma boa palatabilidade para animais. O segundo processo consiste, resumidamente, na
prensagem mecanica dos frutos, por uma prensa continua, para a retirada do 6leo do
mesocarpo carnoso.

A producdo de torta de dendé envolve a moagem do dendé seguida da
prensagem, podendo ter ou ndo uma fase intermediaria de escamacdo e cozimento.
Durante o estagio de prensagem, o 6leo de dendé cru é desviado para clarificacdo e a
torta de dendé residual é esfriada e armazenada em deposito (SHARMILA et al., 2014).

Esses diferentes métodos de extracdo determinam diferencas nos seus contetidos
de 6leo: 5% a 12% para torta de dendé extraida por prensagem e 0,5% a 3% para o tipo
de farelo de dendé extraida por solvente (SHARMILA et al., 2014), ndo observando
diferenca no contetdo de proteina entre os dois métodos de extracdo, com variacdo de
14,6% a 16,0 % com base na matéria seca.

Macome et al. (2012) relataram que, ap6s a moagem e a extracdo do Gleo de
dendé, é gerada uma torta, que é lancada no ambiente e pode constituir um sério
problema de impacto ambiental.

Por essa razao, tem-se pesquisado a utilizacdo dessa cultura, principalmente na
dieta animal, com finalidades diversas, destacando-se 0 aumento da produtividade e a
reducdo dos custos da atividade agropecuéria (FERREIRA et al., 2012).

Segundo Rahman et al. (2013), a torta de dendé é um alimento considerado de
alta qualidade para alimentag&o animal e baixo custo, moderado no contetdo proteico e
energético e, com alta concentracao de fibra.
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Essa composicdo é compativel com aquela apresentada por forrageiras como o
capim-tifton (Cynodon spp.) porquanto, este coproduto pode ser usado como alimento
alternativo ao volumoso da dieta animal.

De acordo com Bringel et al. (2011), dentre os subprodutos agroindustriais, a
torta de dendé se destaca como um subproduto fibroso, também chamado de fonte de
fibra ndo forragem (FFNF), podendo ser uma estratégia interessante em periodos de
seca, contribuindo para reducédo do custo de producéo.

Segundo Bringel et al. (2011) a torta de dendé pode ser uma alternativa
interessante para compor dietas de baixo custo para ruminantes, no entanto, hd uma
caréncia de pesquisas sobre essa alternativa alimentar.

Correia et al. (2012), contudo, observou que a dieta contendo torta de dendé
proporcionou menor consumo de MS em relacdo as demais dietas contendo farelo de
soja, torta de amendoim e torta de girassol. O autor justificou que esse comportamento
decorre do alto teor de FDN da dieta com torta de dendé, em relacdo as outras dietas
experimentais supracitadas.

Segundo Chanjula; Siriwathananukul; Lawpetchara (2011), apresentaram que
niveis entre 20% e 30% de torta de dendé, podem ser utilizadas eficientemente por
cabras alimentadas com feno sem afetar o consumo de alimento, digestibilidade,
padrdes de fermentacdo, metabolitos sanguineos e utilizacdo do nitrogénio.

Segundo Abubakr et al. (2013), reportaram que altos niveis de torta de dendé
(80% na matéria seca), incrementam o consumo de alimento méas diminuem o ganho
diério de peso e a qualidade de carcaca, em dietas para caprinos com 90% concentrado.

Ja Silva et al. (2013), apresentou que a torta de dendé diminui a digestibilidade
dos carboidratos ndo fibrosos e da proteina bruta, indicando que a torta de dendé, nédo

potencial de uso na suplementacdo de vacas em pastoreio.

2.5.2 Glicerina

O biodiesel é um mono-alquil éster de 4&cidos graxos, obtido pela
transesterificacdo de 6leos vegetais com alcoois, metanol ou etanol, por meio da catélise
basica com Hidrdxido de sodio ou Hidroxido de potéssio; ou ainda pela esterificacdo
desses materiais na presenca de catalisadores é&cidos (SERRANO, 2011),

consequentemente os triglicerideos sao transformados em moléculas menores de acidos
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graxos esterificados, que tém como coproduto a glicerina bruta (THOMPSON; HE,
2006).

A glicerina possui trés graus de pureza, sendo classificada pelo teor de glicerol
como glicerina bruta com 90% de glicerol (SERRANO, 2011), glicerina de média
pureza, entre 80% e 90% de glicerol, e glicerina de alta pureza, acima de 99% de
glicerol, e é amplamente utilizada na industria farmacéutica e alimenticia (STRADA,
2013).

Segundo Carvalho et al. (2010) a producdo do coproduto glicerina corresponde a
aproximadamente, 10% do volume total de biodiesel produzido, enquanto Oliveira et al.
(2012) reportaram que o coproduto glicerol corresponde a aproximadamente, 10% —
13% do volume total de biodiesel produzido.

Cerca de 44% do glicerol que chega ao rdmen é fermentado pelos
microrganismos, 43% ¢ absorvido pelas papilas ruminais e 13% desaparecem por
passagem com a digesta (KREHBIEL, 2008). O glicerol é absorvido diretamente pelo
epitélio ruminal, metabolizado no figado e direcionado para a gliconeogénese pela acédo
da enzima glicerol quinase, que o converte em glicose e parte do glicerol presente na
corrente sanguinea pode ser removido por tecidos (DONKIN, 2008).

Parte do glicerol pode ser fermentada a propionato, no rimen, que por sua vez é
metabolizado a oxaloacetato, por meio do ciclo de Krebs, no figado, e pode ser utilizado
para formar glicose pela via gliconeogénica. Assim, a glicerina bruta apresenta
potencial de aplicacdo como substrato gliconeogénico para ruminantes (CHANJULA;
PAKDEECHANUAN; WATTANASIT, 2014).

O glicerol é um composto altamente degradado no ramen, sendo que mais de
85% do glicerol desaparece no rimen nas primeiras 2 horas depois da alimentacdo em
animais adaptados a dietas contendo glicerol (DONKIN, 2008), com a consequente
producéo de acidos graxos volateis pelas bactérias ruminais, principalmente propionato,
diminuindo, assim, a proporcao de acetato:propionato. No entanto, existe a informacéo
de que também podem ser produzidos lactato, succinato e acetato a partir do glicerol
(OLIVEIRA; PRADO; MARQUES, 2011).

E sugerido que as bactérias da espécie Selenomonas ruminantium sdo as

responsaveis pela maior fermentacgao do glicerol no rimen (KREHBIEL, 2008).
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Segundo Van Cleef et al. (2014), embora diminuindo a digestibilidade da fibra,
até 30% de glicerina bruta (Base na matéria seca) podem ser incluidas na dieta de
bovinos de corte, em dietas 30% forragem (Silagem de milho) e 70% concentrado como
fonte energética, sem afetar o desempenho, nem as caracteristicas de carcaca.

Segundo Krueger et al. (2010), a inclusdo de 40% de glicerol (Base na matéria
seca) ndo influenciou sobre a digestibilidade da fibra, porém, apresentou menor
producdo de acido acético e manteve concentracfes similares de acido propibnico e
acido butirico, utilizando dietas 100% forragem em vacas leiteiras.

Segundo Wang et al. (2009), a incluséo de 300 gr de glicerol/animal/dia (Base
na matéria seca) influenciou positivamente a digestibilidade dos nutrientes da dieta,
porém, influenciou negativamente no pH e nas concentra¢fes de nitrogénio amoniacal,
porém, manteve concentracBes similares de acido propibnico e incremento as
concentragOes de &cido propibnico e acido butirico, e apresentou um comportamento
quadrético na excrecdo dos derivados de purinas, comparados com a dieta controle,

utilizando dietas 60% forragem e 40% concentrado para gado de corte.

2.5.3 Licuri.

O Licuri — Syagrus coronata (Martius) Beccari — pertence a subfamilia das
Aracoideaes e a familia das Aracaceaes, das quais 16 espécies concentram-se na regiao
nordeste do Brasil (RAMALHO, 2008). Com, aproximadamente, 10 metros de altura e
com folhas de 2 a 3 metros de comprimento, comeca a frutificar aos seis anos, o licuri é
capaz de suportar secas prolongadas sendo possivel encontrar a palmeira em frutificacdo
durante um longo periodo do ano, seus cachos tém, em média, 1300 unidades de frutos
ricos em o6leo. Trata-se de uma palmeira totalmente aproveitavel, que vem sendo
amplamente explorada desde os tempos coloniais, € uma das principais palmeiras
nativas do Semiarido brasileiro, predominante nas regifes secas e semidridas da
Caatinga sendo na Bahia onde se encontram as maiores concentragdes do Licuri
(DRUMOND, 2007).

Altamente explorado pela indlstria de extracdo de oOleo, o 6leo de licuri é
considerado o melhor 0leo brasileiro para a produgéo de sabdes (RAMALHO, 2008).

A torta originada do residuo obtido da extragdo do Oleo serve como excelente

alimento para animais, com um valor nutricional variado. Ramalho (2008) apresentou
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valores de 19% de proteinas, 16% de celulose e 11% a 12% de Oleo. Ja Carrera et al.
(2012) registrou valores da torta de licuri de 93.30% de matéria seca, 18,92% de
proteina bruta, 16,59% de extrato etéreo e 52,18% de fibra em detergente neutro
corrigido para cinza e proteina; Nogueira et al. (2013) encontraram valores para a torta
de licuri de 16,93% de proteina bruta, 9,13% de extrato etéreo e 51,58 de fibra em
detergente neutro corrigido para cinza e proteina; Borja et al. (2010) expressou valores
de 23,6% de proteina bruta, 10,1% de extrato etéreo e 51,5% de fibra em detergente
neutro, sendo caracterizada como um alimento proteico, mas com caracteristicas
energéticas e de fibra.

Segundo Borja et al. (2010), a torta de licuri apresentou potencial como alimento
alternativo na alimentacdo de cabras, baseado no consumo Yy digestibilidade do
alimento, quando incluso em até 45% da dieta, em dietas 50% forragem e 50%

concentrado.

254 Mamona

A mamoeira (Ricinus communis L.) é uma planta pertencente a familia
Euforbiaceae, de facil propagacdo e adaptacdo em diferentes condi¢cdes climaticas,
apresenta grande potencial de cultivo. O nordeste é a principal regido produtora no
Brasil, principalmente em &reas do semiarido, com importancia social e econdmica,
devido a geracdo de emprego e de renda para a populacdo (DINIZ et al., 2010).

A Torta de mamona consiste do residuo da extracdo do 6leo das sementes por
prensado, o qual apresenta um grande potencial na nutricdo animal como uma fonte
proteica (GIONBELLI et al., 2014).

O farelo de mamona é obtido através da extracdo do 6leo de mamona com
emprego de solventes organicos, sendo, entdo, depois do processamento Util na
alimentacdo de ruminantes e ndo ruminantes, com um conteudo nutricional de qualidade
(VIEIRA, 2011).

Da extracdo do 6leo da semente da mamona, resultam aproximadamente 55% da
massa vidavel como coproduto, sendo o farelo de mamona o principal coproduto
(GIONBELLI et al., 2014).

O farelo de mamona é um potencial alimento substitutivo de fontes proteicas

convencionais como o farelo de soja, em virtude de seu menor preco de mercado e
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porque ndo compete diretamente com os alimentos destinados a alimentacdo de
monogastricos, ou a alimentacdo humana (DINIZ et al., 2010).

A utilizacdo do farelo de mamona como alimento para animais deve ser feita
apos sua destoxificacdo, em substituicdo a ingredientes mais onerosos da dieta. Em sua
composic¢do, o farelo de mamona destoxificado apresenta teores de 41,2% de proteina
bruta, 2,62% de extrato etéreo, 32,84% de fibra, 7,65% de matéria mineral (VIEIRA,
2011).

A toxidez causada pela ricina presente no farelo de mamona € a Unica limitacgéo,
que pode ser solucionada pelo tratamento do farelo de mamona com autoclavagem em
15 psi ou com tratamento alcalino com hidréxido de calcio em uma dose de 60 gr/Kg de
farelo (DINIZ et al, 2010).

A utilizacdo de dietas com elevada proporcdo de concentrado para ruminantes em
terminacdo é uma alternativa para melhores respostas produtivas.

A disponibilidade deste coproduto, a necessidade de suplementagdo do rebanho
nos periodos mais criticos do ano, a busca por melhor desempenho animal com a
utilizacdo de dietas nutricionalmente adequadas e 0s menores custos justificam a
avaliacdo da utilizagéo do farelo de mamona em dietas para ruminantes.

Segundo Oliveira et al. (2010), embora o tratamento com 40g de Ca(OH),/Kg de
farelo de mamona na matéria fresca ndo desnatura toda a ricina presente, foi observado
0 incremento na taxa de degradacdo do FDN, na sinteses de proteina microbial, na
eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio e da energia pelos microrganismos ruminais sem
encontrar efeitos negativos sobre o figado de ovinos.

Segundo Diniz et al. (2011), o farelo de mamona pode substituir o farelo de soja
até em 100%, quando tratada com oxido de calcio (60 gr/Kg de matéria natural) sem
afetar as variaveis fisicas e fisioldgicas de gado de corte alimentados com dietas de 65%
silagem de milho e 35% concentrado.

Ja Gionbelli et al (2014), também relata que o farelo de mamona pode substituir
em até 18% (Matéria seca) o farelo de soja, quando tratada com oxido de célcio (60
gr/Kg de matéria natural) em dietas para ovinos em terminagdo, com 60% silagem de

milho e 40% concentrado, sem afetar o desempenho animal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos Foram conduzidos na Fazenda Experimental Sdo Gongalo -
BA, pertencente a Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
da Bahia (12° 23* 57.51” S, 38° 52’ 44.66” W), no municipio de S3o Gongalo dos
Campos - BA, localizada a 108 km de Salvador, situada na mesorregido Centro-Norte
Baiano e microrregido de Feira de Santana (RecOncavo Baiano), caracterizada por
temperatura média anual de 26°C de temperatura, 85% de umidade relativa do ar e
precipitacdo anual aproximada de 1200 mm. O experimento foi realizado entre os meses
de setembro de 2014 e janeiro de 2015.

As andlises quimico-bromatoldgicas foram realizadas no Laboratorio de
Nutricdo Animal da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal da Bahia.

3.2 Animais e instalagdes

No presente experimento, foram usados animais fistulados e foi feita coleta de
conteido ruminal de animais abatidos em frigorifico.

A utilizagdo de animais fistulados no presente experimento foi aprovada pela
comissao de ética da Universidade Federal de Bahia.

Foram utilizados cinco bovinos anelorados, adultos, castrados, com peso
corporal médio de *+ 320 kg, providos de canula ruminal. Os animais foram alojados em
baias individuais, com comedouro e bebedouro. Os animais foram adaptados a uma
dieta para animais em mantenca (Tabela 1) durante sete dias e receberam uma ragéo
composta por 40% de volumoso (feno de capim Tifton-85 - Cynodon sp) e 60% de
concentrado (milho moido, farelo de soja, ureia e suplemento mineral). A alimentagéo

foi realizada duas vezes ao dia, as 9 horas e as 17 horas.

Tabela 01 - Composicéo percentual dos ingredientes da dieta com base na matéria seca
e composicdo quimico-bromatologica da dieta dos animais fistulados.

Ingredientes (%)

Feno de Tifton-85 40,00
Milho Moido 54,00
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Ingredientes (%)

Farelo de soja 4,80
Ureia 0,60
Mistura Mineral* 0,60
Composicdo Quimico-Bromatologica

Matéria seca 90,83
Proteina bruta (%MS) 10,21
Extrato etéreo (%MS) 2,20

Fibra insollvel em detergente neutro corrigida

para cinza e proteina (%MS) 36,57
Fibra insolivel em detergente acido (%MS) 14,36
Lignina (%MS) 1,88
Celulose (%MS) 12,48
Hemicelulose (%MS) 22,21
Carboidratos Nao fibrosos (%MS) 47,32
Cinzas (%MS) 3,70
Nutrientes digestiveis totais® 76,70

! Niveis de garantia (por kg em elementos ativos): calcio (max) 220,00g; (min) 209,00g fésforo 163,00g;
enxofre 12,00g; magnésio 12,50g; cobre 3.500,00mg; cobalto 310,00mg; ferro 1.960,00mg; iodo
280,00mg; manganés 3.640,00mg; selénio, 32,00mg; zinco 9.000,00mg; flior méaximo 1.630,00mg.

% Nutrientes digestiveis totais estimados segundo NRC (2001).

Os animais abatidos em frigorifico eram de ubicacGes desconhecidas assim

como o tipo de alimentagdo que tinham.

3.3 Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o Delineamento Inteiramente
Casualizado — DIC, foi realizado um experimento referente a comparacdo de duas
fontes de inoculo ruminal usadas para analise in vitro de dietas, contendo niveis de
inclusdo de quatro coprodutos oriundos da cadeia produtiva do biodiesel.

As dietas foram compostas por milho moido, farelo de soja, suplemento mineral,
ureia, enquanto os coprodutos oriundos da cadeia produtiva de biodiesel foram torta de
dendé, torta de licuri, farelo de mamona e glicerina bruta. Como volumoso, foi utilizado
0 feno de capim Tifton-85 - Cynodon sp. (Tabela 02). A glicerina bruta utilizada
apresentava os teores de 26,60 (% massa) de agua, 3,60 (% massa) de cinza, 43,40% (%

massa) de glicerol e 2,6% (% massa) de alcool. O farelo de mamona foi destoxificada
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usando 10,00 gramas de CaO por cada 1000,00 gramas de farelo mediante 30 minutos

de autoclavagem.

Tabela 02 - Composicdo quimico-bromatologica dos ingredientes usados para a
formulacéo das dietas.

Ingredientes

Componentes Ifl'ei:‘]t% ge Milho  Farelode Tortade Tortade Farelode
85 moido soja dendé licuri Mamona
MS 87,97 89,12 89,30 90,96 92,95 89,91
Cz (%MS) 7,33 1,37 7,52 2,47 5,10 8,20
PB (%MS) 8,66 7,97 48,97 10,45 30,19 38,11
EE (%MS) 1,26 4,22 1,58 11,24 7,25 0,23
FDNcp? (%MS) 68,95 11,37 12,84 49,47 33,31 52,81
FDA (%MS) 33,10 2,57 6,79 21,65 14,35 34,48
Lig (%MS) 4,01 0,46 1,05 9,97 5,66 22,89
Cel (%MS) 29,10 2,11 5,74 11,67 8,68 11,59
Hem (%MS) 35,84 8,80 6,05 27,82 18,95 18,33
CNF (%MS) 13,81 75,08 29,10 26,37 24,15 0,65
NDT" (%MS) 61,36 89,75 79,66 78,22 77,19 47,26

"Nutrientes digestiveis totais estimados segundo NRC (2001)
2 Fibra insol(vel em detergente neutro corrigido para cinza e proteina.

A composic¢do porcentual dos ingredientes nas dietas e os niveis de inclusdo dos

coprodutos nas dietas estdo apresentados na tabela 03.

Tabela 03. Composicdo percentual dos ingredientes nas dietas e os niveis de inclusdo
dos coprodutos nos dietas.

Niveis de incluséo de torta de dendé (%o)

Ingredientes

0 7 14 21
Milho moido 46,49 40,63 34,77 28,91
Farelo de soja 10,51 9,37 8,23 7,09
Torta de dendé 0,00 7,00 14,00 21,00
Ureia 1,50 1,50 1,50 1,50
Mistura mineral* 1,50 1,50 1,50 1,50
Feno de Tifton-85 40,00 40,00 40,00 40,00
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Niveis de inclusdo de Glicerina Bruta (%)

Ingredientes

0 7 14 21
Milho moido 25,50 16,67 8,33 0,00
Farelo de soja 23,50 24,83 26,17 27,50
Glicerina Bruta 0,00 7,00 14,00 21,00
Mistura mineral* 1,50 1,50 1,50 1,50
Feno de Tifton-85 50,00 50,00 50,00 50,00

i Niveis de incluséo da torta de Licuri (%)

Ingredientes

0 7 14 21
Milho moido 49,80 44,80 40,80 36,80
Farelo de soja 8,00 6,00 3,00 0,00
Torta de Licuri 0,00 7,00 14,00 21,00
Mistura mineral* 1,00 1,00 1,00 1,00
Ureia 1,20 1,20 1,20 1,20
Feno de Tifton-85 40,00 40,00 40,00 40,00

) Niveis de incluséo do farelo de mamona (%)

Ingredientes

0 10 20 30
Milho moido 27,24 24,68 22,12 18,50
Farelo de Soja 21,26 13,82 6,38 0,00
Farelo de Mamona 0,00 10,00 20,00 30,00
Mistura mineral* 1,50 1,50 1,50 1,50
Feno de Tifton-85 50,00 50,00 50,00 50,00

*Niveis de garantia (por kg em elementos ativos): céalcio (méx) 220,00g; (min) 209,00g fésforo 163,00g;
enxofre 12,00g; magnesio 12,50g; cobre 3.500,00mg; cobalto 310,00mg; ferro 1.960,00mg; iodo
280,00mg; manganés 3.640,00mg; selénio, 32,00mg; zinco 9.000,00mg; flior méaximo 1.630,00mg.

A composicao quimico-bromatoldgica das dietas esta apresentada na tabela 04.

Tabela 04 - Composicao quimico-bromatoldgica das dietas.

Niveis de incluséo de torta de dendé (%0o)

Componente
0 7 14 21

MS 89,53 89,32 89,48 87,30
Cz 4,37 4,34 4,32 4,67
PB 15,91 15,34 16,05 14,75
EE 1,20 1,53 2,15 3,65
FDNcp* 35,59 40,19 40,40 45,41
FDA 14,11 16,80 16,92 19,72

Lig 1,46 2,48 2,07 3,55
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Cel 12,65 14,32 14,86 16,17
Hem 21,48 23,39 23,47 25,69
CNF 42,93 38,59 37,09 31,51
NDT? 76,42 73,39 75,78 74,10
Niveis de inclusédo da Glicerina bruta

Componente

0 7 14 21
MS 90,07 87,36 84,87 80,96
Cz 6,43 6,41 6,59 5,80
PB 16,20 18,38 18,32 19,28
EE 1,04 2,22 3,10 4,16
FDNcp1 47,07 44,58 46,46 46,24
FDA 19,56 21,30 21,97 22,48
Lig 2,71 2,52 2,70 2,65
Cel 16,85 18,78 19,27 19,82
Hem 27,51 23,28 24,49 23,77
CNF 29,25 28,41 25,52 24,51
NDT? 69,60 73,36 75,09 71,65

Niveis de incluséo da torta de Licuri (%)

Componente

0 7 14 21
MS 89,91 89,99 89,84 89,77
Cz 4,52 4,46 4,25 4,79
PB 16,27 15,97 15,93 14,99
EE 0,83 1,59 1,62 2,20
FDNcp? 38,29 42,20 42,62 43,15
FDA 15,28 17,52 17,94 18,34
Lig 1,60 2,40 2,45 2,79
Cel 13,68 15,12 15,49 15,55
Hem 23,01 24,68 24,68 24,81
CNF 40,10 35,78 35,58 34,87
NDT? 72,75 73,45 73,30 72,81

Niveis de incluséo do farelo de mamona (%)

Componente

0 10 20 30
MS 89,95 89,76 90,00 90,37
Cz 5,96 6,09 6,20 6,60
PB 17,35 17,35 17,54 16,32
EE 0,94 0,74 0,65 0,46
FDNcp* 47,68 47,03 52,66 53,24
FDA 19,98 23,15 26,01 29,09
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Lig 2,24 5,67 7,75 10,00
Cel 17,74 17,48 18,27 19,09
Hem 21,7 23,89 26,64 24,15
CNF 28,07 28,79 22,95 23,39
NDT? 70,12 64,03 60,08 56,83

" Fibra insolGvel em detergente neutro corrigido para cinza e proteina.
2 Nutrientes digestiveis totais estimados segundo NRC (2001).

3.4 Manejo experimental

Duas horas antes da refeicdo de manha, os animais providos de canula ruminal
eram levados para o brete, eram coletados 4 litros de conteido ruminal em garrafas
térmicas pre-aquecidas (Eram colocados 2 litros de agua, a 39° C e, a agua era retirada
da garrafa térmica segundos antes do comeco da coleta) e constantemente purgadas com
CO,, o contetdo ruminal coletado era composto por uma fracao solida (Coletada de 6
pontos do rimen) e uma fracdo liquida (Coletada com ajuda de uma bomba ao vacuo,
com kitasato pre-aquecido e purgado constantemente com CO,) que tinham a mesma
proporgdo, aproximadamente 2 litros de cada fragéo.

Nos animais abatidos em frigorifico, o contetdo ruminal foi coletado na sala de
lavagem do trato gastrointestinal, entre 7 a 15 minutos ap0s a insensibilizacdo dos
bovinos. Com um jarro de 1,5 L pre-aquecido (Era colocado 1 litro de agua, a 39° C e, a
agua era retirada da garrafa térmica segundos antes do comeco da coleta) e purgado
constantemente com CO,, eram coletados 4 litros de conteudo ruminal (Note-se que o
conteddo ruminal que chegava na sala de lavagem encontrava-se totalmente misturado,
processo ocasionado pela manipulacéo e vias de transporte do rimen até a sua chegada
na sala de lavagem) em garrafas térmicas pre-aquecidas (Eram colocados 2 litros de
agua a 39° C, a agua era retirada da garrafa térmica segundos antes do comeco da
coleta) e constantemente purgadas com CO..

Depois de colocado o conteddo ruminal nas garrafas térmicas, o material
coletado era levado para o seu processamento como inoculo ruminal. O material
coletado foi homogeneizado na proporgédo 1:1 (fracdo solida:fragéo liquida), durante 10
segundos, utilizando-se um liquidificador, pre-aquecido e constantemente purgado com
CO,. Posteriormente, o material homogeneizado foi filtrado em quatro camadas de

tecido de algodao (gaze) e utilizado nas incubacGes.
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3.5 Variaveis estudadas

3.5.1 Composic¢do nutricional dos alimentos

As amostras dos alimentos utilizados para compor as dietas experimentais foram
secos em estufa de circulagéo forcada de ar, a 55°C, durante 72 horas. Posteriormente,
todos os alimentos foram processados em moinho de facas tipo Wiley, utilizando-se
peneira com crivos de 1 mm e analisadas quanto aos teores de matéria seca (Método
967.03 - AOAC, 1990), proteina bruta (Método 981.10 - AOAC, 1990), extrato etéreo
(Método 920.29 - AOAC, 1990) e cinzas (Método 942.05 -AOAC, 1990). Os
componentes da parede celular, fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e
proteina (FDNcp), fibra em detergente acido (FDA) e lignina, foram determinados pelo
método de Van Soest, Robertson e Lewis (1991). O nitrogénio insollvel em detergente
neutro (NIDN) e o nitrogénio insolivel em detergente acido (NIDA) foram realizados
segundo a metodologia descrita por Licitra et al. (1996). Os valores de PIDA e PIDN
foram calculados multiplicando-se os valores de NIDA e NIDN por 6,25.

Os carboidratos ndo fibrosos foram estimados com a equacdo CNF = [100 -
(%PB + %EE + % MM + %FDNcp)], em dietas sem ureia e CNF = 100 - [ (%PB -
%PBu + %U) + %EE + % MM + %FDNcp], em que %PBu é a proteina bruta
equivalente da ureia e %U é a quantidade de ureia na dieta.

Para a estimativa de Nutrientes Digestiveis Totais (NDT) dos alimentos foram
utilizadas as seguintes equacdes do National Research Council — NRC (2001):

CNFVD = 0,98 x (100 — [(FDN - PIDN) + PB + EE + MM]) x PAF

PBVDf = PB x exp[-1,2 x (PIDA/PB)]

PBVDc = [1 - (0,4 X (PBIDA/PB))] x PB

AGVD =EE -1 (SeEE <1, entdo AG =0)

FDNVD = 0,75 x (FDNn — L) x [1 — (L/FDNn)0,667]

NDT1x (%) = CNFVD + PBVD + (AGVD * 2,25) + FDNVD - 7

Em que: NDT = Nutrientes digestiveis totais; CNFVD = Carboidratos néo
fibroso verdadeiramente digestivel; PBVDf = Proteina bruta verdadeiramente digestivel
de forragens; PBVDc = Proteina bruta verdadeiramente digestivel de concentrados;
AGVD = Acidos graxos verdadeiramente digestiveis; FDNVD = Fibra insoluvel em

detergente neutro verdadeiramente digestivel; PBIDN = Nitrogénio insolivel em
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detergente neutro x 6,25; PAF = fator de ajuste do processamento; PBIDA = Nitrogénio
insollvel em detergente &cido x 6,25; AG = acidos graxos; L = lignina; NDFn = FDN —
PBIDN.

3.5.2 Determinacdo da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da

Fibra insollvel em Detergente Neutro.

A Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) das dietas foi feita no
fermentador artificial Daisy"Fermenter ou rdmen artificial e estimada de acordo com
Tilley e Terry (1963), modificado por Holden (1999).

As amostras foram pesadas em saquinhos de Tecido n&o tecido (TNT) -100 g/m
cortados a um tamanho de 5,0 cm x 5,0 cm e selados a quente, conforme Casali et al.
(2008), foram pesadas 0,5000 gramas de amostra (Variacdo de 0 a 9 na ultima casa).
Foram colocados 26 saquinhos/jarro dos quais dois saquinhos ndo continham amostra,
sendo o0s brancos utilizados em cada jarro para correcdo dos dados, os saquinhos com
amostra foram colocados nos jarros (previamente aquecidos e purgados com CO),
sendo a distribuicdo de 26 saquinhos/jarro (dos quais dois saquinhos sdo sem amostra
ou brancos), totalizando 104 saquinhos. Depois de colocar os saquinhos nos jarros, eram
adicionados 1600 mL da solucdo tampéo [(Para a preparacdo da solucdo tampdo foram
preparadas as solugbes A e B: para a Solucdo A (g/litro): 10,0 g KH,P04; 0,5 g
MgSO,7H,0; 0,5 g NaCl; 0,1 g CaCl,2H,0; 0,5 g ureia. Para a solucdo B (g/100mL):
15,0 g Na,CO; 1,0 g Na,S9H,0. As solucdes foram misturadas na relagdo 1:0,02; em
que, para cada 1000 ml da Solucdo A, foram incrementados 20 ml da solugdo B,
atingindo um valor de pH 6,8, a temperatura constante de 39 °C)] e 400 mL do inéculo
ruminal, em todo o processo foi acrescentado CO, constantemente, para manter as
condi¢Bes similares do ambiente ruminal com a sua principal caracteristica de
anaerobiose. Apos todo o procedimento descrito, os jarros foram colocados no rumen
artificial Daisy"Fermenter, a uma temperatura constante de 39 °C, durante 48 horas,
além disso o ramen artificial apresenta a caracteristica de agitagdo continua.

Depois da incubacdo por 48 horas, era iniciando o segundo estagio do método da
digestibilidade in vitro, ou o estagio acido, em que foram adicionados 40 mL de acido
cloridrico (HCI) 6 N e 8 gramas de pepsina (1:10000) em cada jarro. Antes de ser

utilizada, a pepsina foi dissolvida em 34 mL de H,O destilada, a 35 °C, por 5 minutos,
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procurando manter o pH da solugéo entre 2,0 e 3,5 segundo Holden (1999). No segundo
estagio foram mantidas as condiciones de temperatura (39°C) e agitagdo continua por
um periodo de 24 horas a mais. Terminadas as 24 horas de incubacdo, o contetudo dos
jarros foi drenado e os saquinhos foram lavados com agua da torneira até a agua sair
limpa. Apds os saquinhos foram lavados, foram pré-secos em estufas de circulagéo
forcada de ar a 55 °C, por 24 horas, os saquinhos pré-secos foram posteriormente,
levados a estufa de 105 °C, pelo tempo de 24 horas, e logo apos foram pesados em
balanca de preciséo.

Depois de secos foi feita a analise de FDN pelo método de Van Soest, Robertson
e Lewis (1991)

A DIVMS foi calculada utilizando o residuo apds a incubacdo, através da

W, xW,

DIVMS = 100 - {WS ( ﬂ x100
2 ; em que, W1 é o peso da tara do filtro,

W?2 é o peso da amostra, W3 € o peso final do filtro e W4 € a correcdo com filtro em

férmula;

branco.
A DIVFDN foi calculada, também, utilizando o residuo, ap6s a incubacao,
W, xW,

6

através da férmula: DIVFDN = 100 —{W7 ( H x100; em que W5 € 0 peso da

tara do filtro, W6 € o peso do FDN da amostra, W7 € o peso final do filtro depois do

FDN e W8 é a correcdo com filtro em branco.

3.5.3 Determinacao in vitro do N-amoniacal e pH

Foram simuladas as condi¢des ruminais utilizando os jarros do ramen artificial
Daisy''Fermenter. Para a coleta de amostras para determinacao de N-amoniacal e pH, os
jarros foram adaptados nas tampas, onde foram colocadas nas tampas um sistema de trés
vias para coletar o liquido ruminal tamponado (DIAZ, 2013).

Foram pesadas 10 g de amostra em cada jarro do rumen artificial, junto com
1600 ml de solugdo tampdo e 400 mL de in6culo ruminal. Em todo o processo era
acrescentado CO; constantemente para manter as condi¢des anaerébias em um ambiente
controlado a 39°C com agitagdo continua.

No processo de incubacdo foram coletadas nos horarios, Oh; 2h, 4h, 6h, e 8 horas

amostras de liquido ruminal, sendo 20 mL de liquido ruminal tamponado.
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O material coletado em cada horario, foi dividido em dois recipientes em
quantidades iguais de 10 mL do liquido ruminal tamponado, uma das amostras foi
utilizada para mensurar o potencial de hidrogénios (pH) das amostras em duplicata
utilizando um pHmetro digital Digimed DM20. Na outra amostra com 10 mL de liquido
ruminal tamponado foram adicionados 1 mL de &cido sulfurico (H2SO,4) 1:1, reduzindo
0 pH para interromper processo fermentativo e para evitar perdas de N-amoniacal por
volatilizacdo, as amostras eram armazenadas a -4°C para posterior analise. As analises
de amonia nas amostras do liquido ruminal tamponado coletado foram realizadas de
acordo com a metodologia descrita por Ferner (1965) modificada por Vieira (1980), em
aparelho micro-Kjeldahl, utilizando-se aliquota de 1 mL do liquido sobrenadante, a que
se adicionaram 5 mL de &gua destilada e 5 ml de KOH 2N. Destilou-se em 50 mL de

acido boérico, até o volume de 100 mL, e titulou-se com HCI 0,005N.

3.5.4 Determinacgdo dos Acidos Graxos Volateis (AGV)

Parte do total de liquido ruminal coletado, 25 mL, foi utilizada para determinar a
concentracdo dos acidos graxos volateis: acético, propionico e butirico. As amostras
foram coletas nos horarios, 0Oh; 2h, 4h, 6h e 8h apds do inicio da incubacéo, tendo sido
armazenadas em recipientes plasticos a -5°C. As amostras foram descongeladas e
centrifugadas a 15.000g (4°C), durante 50 minutos, foram pipetadas 20 pL, e em
seguida, analisadas em Cromatografia Liquida de Alto desempenho — HPLC
(SHIMADZU , modelo SPD-10A VP acoplado ao Detector Ultra Violeta (UV)
utilizando-se um comprimento de onda de 210 nm) e equipada com coluna SUPELCO
C18 (medida de 30 cm x 7,9 mm de didametro, com fluxo de 0,8 ml/minuto, com pressao

de 117 Kgf e com fase mdvel de &gua em 1% de acido sulfurico).

3.6 Analises estatisticas
Os dados foram interpretados por anélise de variancia e quando significativas as
médias foram comparadas pelo teste t - Student a 5% de probabilidade por médio do

programa SAS (Statistical Analysis System, versao 9.2).
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4 RESULTADOS

4.1 Digestibilidade in vitro da Matéria Seca

Na avaliacdo da DIVMS com respeito a fonte de indculo ruminal (Tabela 05),
tem-se observado que o uso da fonte de indculo ruminal obtido de animais abatidos no
frigorifico, comparada ao in6culo de animais fistulados, ndo apresentou diferenca
significativa (p > 0,05), salvo para os tratamentos contendo niveis crescentes de
inclusdo de torta de dendé (p < 0,0001) em que, para 0s niveis 7%, 14% e 21%, as
DIVMS foram menores para as dietas incubadas com inéculo ruminal obtido de animais
abatidos em frigorifico (82,88%; 79,95% e 76,27% respectivamente) comparadas as
dietas incubadas com inéculo ruminal obtido de animais fistulados (86,48%; 83,94% e

81,46% respectivamente).

Tabela 05 - Digestibilidade da Matéria seca dos niveis de inclusdo dos coprodutos
gerados na cadeia de producéo de biodiesel.

Nivel de DIVMS (%)
Coproduto ~ Animais Animais EPM Valor de p
Inclusédo . .
Fistulados Abatidos
0% 88,13 88,07 0,1514 1,0000
R 7% 86,48a 82,88b 0,2479 < 0,0001
Torta de Dendé
14% 83,94a 79,95b 0,2717 < 0,0001
21% 81,46a 76,27b 0,3565 < 0,0001
0% 83,27 83,44 0,2550 1,0000
L 7% 82,63 82,36 0,1690 1,0000
Glicerina Bruta
14% 82,15 83,16 0,1599 0,9978
21% 82,60 82,63 0,1159 1,0000
0% 85,61 84,71 0,2290 0,9997
L 7% 85,00 83,78 0,3345 0,9610
Torta de Licuri
14% 81,93 83,04 0,2665 0,9892
21% 80,96 82,87 0,3041 0,1988
0% 82,17 81,19 0,1887 0,9985
Farelo de 10% 79,08 78,40 0,1532 1,0000
Mamona 20% 75,92 74,37 0,3001 0,6577
30% 71,39 70,25 0,2391 0,9850

Letras mindsculas diferentes indicam diferencas entre colunas.
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4.2 Digestibilidade in vitro da Fibra insolivel em detergente neutro (DIVFDN)

Na avaliacdo da fonte de inoculo ruminal, tem-se observado que o uso da fonte
de indculo ruminal obtido de animais abatidos no frigorifico comparado ao indculo de
animais fistulados ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05), salvo para os
tratamentos contendo niveis crescentes de inclusdo de torta de dendé (p < 0,0001) onde
para os niveis 7%, 14% e 21% as DIVFDN foram menores para as dietas incubadas
com inéculo ruminal de animais abatidos em frigorifico (60,09%; 54,41% e 52,33%
respectivamente) comparadas as dietas incubadas com indculo ruminal de animais
fistulados (68,48%; 63,48% e 62,76% respectivamente) apresentada na tabela 06.

Tabela 06 - Digestibilidade da fibra insolivel em detergente neutro (DIVFDN) dos
niveis de inclusdo dos coprodutos gerados na cadeia de producdo de

biodiesel.
. DIVFDN (%)
Coproduto Nivel ge Animais Animais EMP Valor de p
Inclusédo . .
Fistulados Abatidos
0% 69,31 69,14 0,3914 1,0000
Torta de 7% 68,48a 60,09b 0,5779 < 0,001
Dendé 14% 63,48a 54,41b 0,6178 < 0,001
21% 62,76a 52,33b 0,7161 < 0,001
0% 67,21 67,54 0,4999 1,0000
L 7% 65,06 64,52 0,3400 1,0000
Glicerina Bruta
14% 65,05 67,02 0,3132 0,9992
21% 66,65 66,71 0,2223 1,0000
0% 65,18 63,01 0,5538 0,9960
L 7% 67,62 64,69 0,7318 0,8329
Torta de Licuri
14% 60,40 62,82 0,5845 0,9813
21% 58,23 62,74 0,6641 0,0547
0% 65,16 63,23 0,3689 0,9995
Farelo de 10% 58,58 57,22 0,3033 1,000
Mamona 20% 57,85 55,14 0,5254 0,9234
30% 50,76 48.80 0,4114 0,9993

Letras mindsculas diferentes indicam diferencas entre colunas.
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4.3 Producéo de &cidos graxos volateis (AGV)
4.3.1 Acido Acético

Quando comparadas as concentragdes medias de Ac. Acético das diferentes
dietas incubadas com diferentes fontes de inoculo ruminal (Tabela 07), ndo foram
observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre fontes de in6culo ruminal.

Tabela 07 — Concentragdes médias de &cido acético (média dos 5 horarios de coleta) de
diferentes dietas incubadas com duas fontes de indculo ruminal.

Nivel de Acido Acético (ppm)

Coproduto Inclusio Animais Animais EPM Valor de p
Fistulados Abatidos
0% 358,85 333,27 11,9116 0,9647
Torta de 7% 358,13 360,31 14,9932 1,0000
Dendé 14% 378,27 323,89 9,0927 0,3452
21% 374,67 391,53 11,5418 0,9970
0% 385,66 366,26 14,4693 0,9913
.. 7% 316,83 356,50 9,5741 0,6995
Glicerina Bruta
14% 355,07 351,02 9,0872 1,0000
21% 341,52 405,92 13,9320 0,1308
0% 335,28 359,66 90,3845 0,9353
., 7% 368,13 354,64 90,5421 0,9979
Torta de Licuri
14% 336,42 384,24 8,3768 0,3012
21% 342,38 381,69 13,8969 0,5547
0% 382,45 355,54 15,1766 0,9388
Farelo de 10% 366,84 373,59 10,1644 1,0000
Mamona 20% 371,24 397,39 10,2754 0,9473
30% 432,91 379,24 9,7112 0,2945

Letras mindsculas diferentes indicam diferencas entre colunas.

4.3.2 Acido Propionico

Quando comparadas as concentragbes medias de Acido Propidnico das
diferentes dietas incubadas com diferentes fontes de indculo ruminal (Tabela 08) foram
observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre fontes de in6culo ruminal para uma
dieta. A dieta com 0% de inclusdo de glicerina bruta apresentou diferencas
significativas (p = 0,0114) entre médias, sendo a maior concentragdo quando a dieta foi
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incubada com indculo ruminais de animais fistulados (212,22 ppm) comparada com a
mesma dieta incubada com in6culo ruminal de animais abatidos em frigorifico (161,93

ppm).

Tabela 08 — Concentracfes médias de acido propidénico (meédia dos 5 horarios de coleta)
de diferentes dietas incubadas com duas fontes de in6culo ruminal.

Ac. Propionico (ppm)

Nivel de

Coproduto Inclusiio Animais Animais EPM Valor de p
Fistulados Abatidos
0% 180,95 139,83 7,4355 0,9647
Torta de 7% 175,16 180,20 3,4971 1,0000
Dendé 14% 194,14 154,08 8,4870 0,3452
21% 196,01 188,05 6,8358 0,9970
0% 212,22a 161,93b 7,3890 0,0114
. 7% 159,67 169,76 6,9434 0,9958
Glicerina Bruta
14% 175,05 171,55 6,0521 1,0000
21% 174,18 191,04 8,3139 0,9233
0% 175,01 181,48 6,0812 0,9996
., 7% 176,90 164,86 40611 0,9814
Torta de Licuri
14% 162,80 170,27 5,8207 0,9990
21% 170,77 183,91 8,1627 0,9696
0% 189,23 191,63 4,2199 1,0000
Farelo de 10% 214,47 180,95 6,2140 0,1467
Mamona 20% 186,29 163,97 8,0132 0,6336
30% 201,87 187,00 6,6040 0,9331

Letras mindsculas diferentes indicam diferencas entre colunas.

4.3.3 Relagio Acido Acético : Acido Propidnico

Quando comparadas as médias da relagdo entre Acido Acético : Acido
Propidnico das diferentes dietas incubadas com diferentes fontes de inoculo ruminal
(Tabela 09) ndo foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre fontes de

indculo ruminal.
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Tabela 09 — Concentracbes médias da relacio entre Acido Acético : Acido Propidnico
(média dos 5 horarios de coleta) de diferentes dietas incubadas com duas
fontes de inoculo ruminal.

Relacéo
Coproduto Nivel E'e Acet!co:Proploplco_ EPM Valor de p
Inclusdo Animais Animais
Fistulados Abatidos
0% 2,05 2,40 0,1070 0,6160
Torta de 7% 2,07 2,00 0,0892 1,0000
Dendé 14% 2,03 2,17 0,1078 0,9964
21% 1,92 2,15 0,0806 0,9487
0% 1,82 2,29 0,0877 0,1668
L 7% 2,04 2,15 0,0827 0,9981
Glicerina Bruta
14% 2,12 2,06 0,0945 1,0000
21% 2,05 2,16 0,0945 0,9987
0% 2,00 2,00 0,0882 1,0000
., 7% 2,10 2,16 0,0568 0,9999
Torta de Licuri
14% 2,14 2,30 0,0948 0,9654
21% 2,01 2,13 0,0596 0,9943
0% 1,88 1,99 0,0666 0,9986
Farelo de 10% 1,74 2,06 0,0656 0,6202
Mamona 20% 2,19 2,37 0,1128 0,9621
30% 1,96 2,33 0,0977 0,3830

Letras mindsculas diferentes indicam diferencas entre colunas.

4.3.4 Acido Butirico

Quando comparadas as concentracdes médias de Acido Butirico das diferentes
dietas incubadas com diferentes fontes de indculo ruminal foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) entre fontes de indculo ruminal para trés dietas (Tabela 10).

A dieta com 7% de inclusdo de torta de dendé apresentou diferencas
significativas (p = 0,0446) entre médias, sendo a maior concentragdo quando a dieta foi
incubada com in6culo ruminal de animais fistulados (94,13 ppm), comparada com a
mesma dieta incubada com inoculo ruminal de animais abatidos em frigorifico (80,00
ppm). A dieta com 21% de inclusdo de torta de licuri apresentou diferengas
significativas (p = 0,0032) entre médias, sendo a maior concentragdo quando a dieta foi
incubada com in6culo ruminais de animais fistulados (94,32 ppm), comparada com a

mesma dieta incubada com indculo ruminal de animais abatidos em frigorifico (77,43
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ppm). A dieta com 10% de inclusdo de farelo de mamona apresentou diferengas

significativas (p = 0,0045) entre médias, sendo a maior concentra¢do quando a dieta foi

incubada com indculo ruminais de animais fistulados (98,36 ppm) comparada com a

mesma dieta incubada com in6culo ruminal de animais abatidos em frigorifico (84,87

ppm).

Tabela 10 — Concentragdes médias de &cido Butirico (média dos 5 horérios de coleta) de
diferentes dietas incubadas com duas fontes de indculo ruminal.

Nivel de

Acido Butirico (ppm)

Coproduto Inclusio Animais Anirr_]ais EPM Valor de p
Fistulados Abatidos
0% 81,76 79,14 2,0715 0,9989
Torta de 7% 94,13a 80,00b 2,4563 0,0446
Dendé 14% 84,58 79,49 2,3278 0,9456
21% 84,39 82,37 2,2717 0,9998
0% 92,79 85,87 2,3255 0,5088
.. 7% 73,72 82,05 1,7378 0,2720
Glicerina Bruta
14% 87,01 87,10 1,3460 1,0000
21% 83,36 82,86 1,5340 1,0000
0% 85,79 87,74 2,5489 0,9998
L, 7% 90,03 78,88 1,9548 0,1499
Torta de Licuri
14% 86,59 87,05 2,0932 1,0000
21% 94,32a 77,43b 2,4910 0,0032
0% 85,41 84,00 1,6987 0,9999
Farelo de 10% 98,36a 84,87b 2,1924 0,0045
Mamona 20% 87,42 85,88 0,9504 0,9998
30% 89,68 88,73 2,0835 1,0000

Letras mindsculas diferentes indicam diferencas entre colunas.

4.4 Nitrogénio Amoniacal — N-NH3 (mg N-NHas/L)
Quando comparadas as médias de concentracdo de N-NH; das diferentes dietas

incubadas com diferentes fontes de in6culo ruminal ndo foram observadas diferengas

significativas (p > 0,05) entre fontes de indculo ruminal (Tabela 11).
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Tabela 11 — ConcentracGes médias de Nitrogénio Amoniacal (média dos 5 horarios de
coleta) de diferentes dietas incubadas com duas fontes de indculo ruminal.

Nitrogénio Amoniacal

Coproduto Nivel de (Mg N-NH/L) EPM Valor de p
Inclusdo Animais Animais
Fistulados Abatidos
0% 131,25 136,55 13,0117 1,0000
Torta de 7% 162,40 135,10 15,0896 0,9763
Dendé 14% 137,90 133,70 13,3428 1,0000
21% 126,35 123,95 11,7224 1,0000
0% 129,85 111,35 13,6961 0,9988
. 7% 147,00 114,10 14,9563 0,9630
Glicerina Bruta
14% 160,40 104,65 16,4440 0,6254
21% 160,75 115,85 16,3779 0,8327
0% 163,80 122,15 14,6400 0,8430
. 7% 158,90 119,00 14,7439 0,8701
Torta de Licuri
14% 146,65 131,65 13,3952 0,9996
21% 152,95 144,20 14,2761 1,0000
0% 116,55 120,40 11,4682 1,0000
Farelo de 10% 130,20 124,95 12,7485 1,0000
Mamona 20% 152,45 141,10 14,9909 0,9999
30% 169,35 131,40 15,2930 0,8842

Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre colunas.

4.5 Potencial de Hidrogénios (pH)

Quando comparadas as médias de pH das diferentes dietas incubadas com
diferentes fontes de indculo ruminal foram observadas diferencas significativas (p <
0,05) entre fontes de indculo ruminal, sendo em todos os casos 0 pH maior nas dietas

incubadas com indculo ruminal de animais abatidos em frigorifico (Tabela 12).

Tabela 12 — Concentra¢des médias de pH (média dos 5 horarios de coleta) de diferentes
dietas incubadas com duas fontes de indculo ruminal.

Nivel de pH
Coproduto N Animais Animais EPM Valor de p
Inclusdo . .
Fistulados Abatidos
Torta de 0% 6,60a 6,80b 0,0286 < 0,0001

Dendé 7% 6,62a 6,81b 0,0261 <0,0001
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14% 6,66a 6,81b 0,0181 < 0,0001
21% 6,66a 6,82b 0,0189 < 0,0001
0% 6,61a 6,75b 0,0199 0,0001
.. 7% 6,66a 6,75b 0,0165 0,0309
Glicerina Bruta
14% 6,62a 6,77b 0,0201 < 0,0001
21% 6,57a 6,72b 0,0242 < 0,0001
0% 6,65a 6,78b 0,0195 0,0007
., 7% 6,64a 6,79b 0,0224 0,0002
Torta de Licuri
14% 6,68a 6,77b 0,0173 0,0475
21% 6,67a 6,77b 0,0179 0,0272
0% 6,61a 6,89b 0,0389 <0,0001
Farelo de 10% 6,64a 6,88b 0,0328 <0,0001
Mamona 20% 6,66 6,66 0,0129 1,0000
30% 6,64 6,67 0,0149 0,9981

Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre colunas.

5 DISCUSSAO

No presente trabalho, através da avaliacdo da fonte de indculo ruminal,
observou-se que o uso da fonte de indculo de animais abatidos no frigorifico comparada
ao inoculo de animais fistulados apresentou diferenca significativa (p < 0,05) para
alguns parametros de fermentacao ruminal.

Os parametros que apresentaram diferencas significativas (p < 0,0001) quando
foram incluidos niveis crescentes de inclusdo de torta de dendé (7%, 14% e 21%) foram
a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e a digestibilidade in vitro da fibra
insoltvel em detergente neutro (DIVFDN) sendo que os valores foram menores para as
dietas incubadas com indculo ruminal obtido de animais abatidos em frigorifico
comparadas as dietas incubadas com indculo ruminal obtido de animais fistulados
(Tabela 5 e 6), efeito que também foi observado na concentracdo de &cido propidnico no
nivel de 0% de incluséo de glicerina bruta (Tabela 8) em que se obteve o maior valor
quando usado o inéculo ruminal de animais fistulados.

Os dados apresentados indicam que a diminuicdo na DIVMS foi devida a
diminuicdo da qualidade da fibra proveniente da inclusdo da torta de dendé, corroborada
pela menor concentracéo de &cido butirico.

A alimentacdo dos animais doadores influencia sobre a populacdo de bactérias

presentes no inoculo ruminal como foi demostrado por Martinez et al. (2010), sendo
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maior o numero de bactérias celuloliticas em dietas de 70% forragem e 30%
concentrado e menor em dietas de 30% forragem e 70% concentrado. Essa variabilidade
afeta as bactérias do rimen quando o processo de transicdo de uma dieta para outra é
muito curto, mas quando esse processo de transicdo € mais longo acontece a adaptacéo
dos micro-organismos presentes no contetdo ruminal, que se adaptam a compostos
nutricionais que poderiam afetar o desempenho, como demostrado por Hernandez-
Sanabria et al. (2012).

Sabe-se que os lipideos tém efeito negativo sobre o desempenho da populacao
bacteriana principalmente Gram® quando o extrato etéreo das dietas é maior que 7% da
matéria seca, efeito que poderia ndo ser significativo sobre os niveis de incluséo de torta
de dendé no presente trabalho, tendo em consideracdo que o teor maximo de extrato
etéreo é de 3,65% (base na MS).

Sharmila et al. (2014) relataram que a torta de dendé é um alimento rico em
acidos graxos insaturados, que tém efeito de toxidez sobre as bactérias. Sendo maior
esse efeito em populacbes bacterianas ndo adaptadas, Maia et al. (2007) encontraram
que as bactérias mais afetadas sdo as bactérias produtoras de &cido butirico, o que pode
ser corroborado com a maior concentracdo de acido butirico (p = 0,0446) nas
incubagbes com animais fistulados usando 7% de incluséo de torta de dendé no presente
trabalho.

O efeito dos acidos graxos insaturados sobre a concentracdo do acido butirico
poderia também ter acontecido na incluséo de 21% de torta de licuri, diminuindo assim
a concentracdao do &cido. Segundo Raiol et al. (2012) as sementes de oleaginosas e 0s
residuos gerados na producao de biodiesel contém importantes concentragdes de acidos
graxos insaturados.

Quando incluido 10% de farelo de mamona na dieta também se observou
diferenga significativa entre fontes de indculo ruminal, tendo em consideragéo que,
nesse nivel de incluséo, observou-se o maior teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) e
que, segundo Alves et al. (2009), enquanto incrementam-se os teores de CNF,
incrementam-se as concentragdes de &cido butirico, explicando as diferencas entre
fontes de inoculo ruminal pela possivel falta de adaptacdo das bactérias presentes no

inoculo ruminal de animais abatidos em frigorifico a dietas com maior proporcao de
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concentrado na dieta, como relatado por Hernandez-Sanabria et al. (2012) na adaptagéo
das bactérias ruminais.

Segundo Bannink et al. (2006) e Ellis et al. (2008), as propor¢des dos acidos
graxos volateis variam de acordo com a dieta do animal, o tipo de carboidrato que €
fermentado e a populagdo de bactérias ruminais presentes, enfatizando que numa dieta
com maior proporcao de forragem ha uma propor¢do de acetato:propionato:butirato no
fluido ruminal de 70:20:10. E, em dietas com maior propor¢do de gréos, a que
apresenta, geralmente, um alto teor de carboidratos ndo fibrosos, promove-se 0
desenvolvimento das bactérias produtoras de propionato, incrementado a concentracdo
do propionato e diminuindo sua propor¢ao com o acetato.

Nas concentracbes de acido acético, ndo foram observadas diferencas
significativas, demostrando, assim, que compostos nutricionais ou a proporcao de
forragem:concentrado nédo influenciaram as principais bactérias produtoras de éacido
acético nas duas fontes de indculo ruminal utilizado, sendo esta similar nas duas fontes
de in6culo ruminal.

Na concentracdo de acido propidnico s6 uma dieta apresentou diferenca
significativa entre fontes de indculo ruminal, a dieta com 0% de inclusdo de glicerina
bruta, o que também poderia ser explicado pelas diferencas em adaptacdo a propor¢do
forragem:concentrado pelas bactérias ruminais, deduzindo uma menor populacdo de
bactérias que degradam carboidratos ndo fibrosos no ino6culo de animais abatidos em
frigorifico comparada com o indculo ruminal de animais fistulados.

A variacdo na concentracdo de acido propidnico numa das dietas ndo teve
influencia sobre a proporcao acetato:propionato da mesma quando comparadas as fontes
de inéculo ruminal, sendo que nao foi encontrada diferencas significativas entre as
proporgOes acetato:propionato para nenhuma das dietas testadas quando comparadas as
duas fontes de inoculo ruminal.

A amonia é gerada no rimen como resultado de dois processos, degradagédo
microbial dos compostos nitrogenados do alimento e hidrolise microbial da ureia.
Segundo Brooks et al. (2014), as variagdes na concentracdo de nitrogénio amoniacal
sdo devidas a alimentacé@o e ao estado fisiologico dos animais doadores. No presente
trabalho, ndo foram observadas diferencas significativas nas concentracdes de

nitrogénio amoniacal entre fontes de inoculo ruminal (p > 0,05) para nenhuma das
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dietas avaliadas, tal fato indica que provavelmente existiram alterages na populacdo de
bactérias proteoliticas e utilizadoras de N, como as bactérias celuloliticas (Tabela 11).

Segundo Dijstra et al. (2012), o incremento de acidos graxos volateis no
ambiente ruminal tem correlacdo negativa com o pH do mesmo, e esse efeito, segundo
Ellis et al. (2008), é mais pronunciado quando diminui a relacdo acetato:propionato, o
que indica um incremento na dieta de carboidratos ndo fibrosos, essa mudanca néo so6
diminui o pH do ambiente ruminal, mas também proporciona um ambiente adequado
para a proliferacdo de bactérias produtoras de acido latico, o que pode diminuir mais o
pH do ambiente ruminal, tendo em consideracdo que o pKa do acido lactico (3,86) é
muito menor do que os &cidos graxos volateis.

Diferencas significativas nas concentracbes do pH quando avaliados diferentes
niveis de amido e fibra na dieta e diferentes fontes de inoculo ruminal, foram
observadas por Brooks et al. (2014) explicando que esse resultado era devido a uma
maior producdo de &cido lactico.

No presente experimento o parametro pH apresentou diferencas significativas
quando comparadas as fontes de inéculo ruminal, sendo que em muitos casos a
concentracdo dos acidos graxos volateis, ou mesmo a relacdo acetato:propionato, néo
apresentaram diferencas significativas, indicando que as concentracbes dos acidos
graxos Vvolateis acético, propidnico e butirico ndo tiveram influencia significativa no pH
do liquido ruminal das incubacdes.

O é&cido latico nao foi avaliado no presente experimento, porém variacdes na
producdo de &cido latico poderiam explicar os resultados encontrados no presente
experimento.

A diversidade da populacdo bacteriana nas fontes de indculo ruminal é variada e
principalmente afetada pela alimentacdo dos animais doadores, sendo assim, o indculo
ruminal dos animais abatidos em frigorifico apresentaria uma menor propor¢do na
populacédo de bactérias laticas comparado ao inoculo ruminal de animais fistulados.

A maior populacdo de bacteérias laticas no indculo ruminal de animais fistulados,
explicaria 0 motivo do pH ser menor quando utilizado o in6culo ruminal obtido de
animais fistulados, comparadas ao inoculo ruminal obtido de animais abatidos em

frigorifico.
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Note-se que a diminui¢do do pH no ambiente da incubagéo ndo foi menor a 6,00
em nenhum dos casos, dando a inferir que ndo houve efeito do pH sobre a populacdo de
bactérias fibroliticas.

Diferencas nos parametros ruminais também foram encontradas por Chaudhry
(2008), que atribuiu essas diferencas a alimentacdo dos animais antes da coleta do
contetdo ruminal e também ao estado fisiol6gico do animal doador.

Brooks et al. (2014) ndo encontraram diferencas significativas no crescimento
bacteriano na comparacédo de indculo ruminal de vacas leiteiras e veados mas 0s tempos
nos quais foi atingido o crescimento maximo foi diferente, sendo entre 10 a 12 horas
mais rapido no inéculo de vacas leiteiras. Os autores relataram que adaptar os animais
doadores do inoculo ruminal &s dietas, sugerido também por Broudiscou, Offner e
Sauvant (2014), permite menor variacdo inicial da populacdo microbial do in6culo
ruminal.

As diferencas encontradas sdo possivelmente explicadas por diferencas na
alimentacdo dos animais doadores, essas diferencas também sdo encontradas nas
analises in vitro onde sdo comparados o indculo ruminal de bovinos fistulados e fezes

de diferentes espécies.

6 CONCLUSOES

O in6culo ruminal obtido do conteddo ruminal de animais abatidos em
frigorifico surge como uma opcdo viavel para as avaliacdes in vitro de digestibilidade e
parametros de fermentacdo ruminal dos coprodutos gerados na cadeia de producédo do
biodiesel, sendo que esse indculo ruminal apresenta muita similaridade com o inéculo
ruminal obtido do contetdo ruminal de animais fistulados, obtendo como beneficio que
o0 presente inoculo ruminal alternativo ndo apresenta os custos de cirurgia e manutencéo
de animais fistulados nem se encontra afetando o bem-estar animal.

As dietas com niveis crescentes de inclusdo de torta de dendé apresenta menor
valor de digestibilidade in vitro da matéria seca, indicando um possivel efeito da torta
de dendé sobre a fonte de inoculo ruminal obtido de animais abatidos em frigorifico.

Os resultados na variagdo de pH indicam que o inéculo ruminal de animais
fistulados apresenta uma maior variabilidade da populagdo microbiana ruminal quando

comparada com o indculo ruminal de animais abatidos em frigorifico.
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CONSIDERACOES FINAIS

O baixo custo de alimentos a base de coprodutos gerados na cadeia de producgéo
do biodiesel leva a uma consequente diminuicdo no custeio da alimentacdo para 0s
ruminantes, aléem de favorecer a diminuicdo da poluicdo ambiental e melhorar a
eficiéncia produtiva do produtor, mas sdo precisas avaliacbes desses coprodutos
mediante técnicas de investigacao.

A técnica in vitro para analise de alimentos surge como alternativa menos
onerosa ou como uma metodologia que causa menor desconforto animal, porem ainda
assim séo usados animais fistulados como fonte de inoculo ruminal para esses ensaios.

Alternativas de fonte de inoculo ruminal sdo sempre procuradas, 0 presente
trabalho apresentou a fonte de inoculo ruminal de animais abatidos em frigorifico como
uma fonte alternativa para os ensaios in vitro, mas sdo necessarias mais avaliacbes para
determinar um padrdo de inoculo ruminal de animais abatidos em frigorifico que
apresente caracteristicas 6timas para 0s ensaios in vitro.

Para diminuir as variacdes e/ou 0s erros no uso de inoculo ruminal de animais
abatidos em frigorifico por causas fisioldgicas devido ao animal doador recomenda-se
coletar o contetdo ruminal de mais de cinco animais. Também é necessario adaptar 0s
animais doadores do inoculo ruminal as dietas ou propor¢des de forragem:concentrado
que permitam menor variabilidade dos microrganismos ruminais na avaliacdo das dietas
em estudo.

Mais avaliagbes precisam ser feitas para poder utilizar o inoculo ruminal de
animais abatidos em frigorifico como uma fonte confidvel de inoculo ruminal para

avaliacdo de alimentos com a metodologia in vitro.
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