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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a degradabilidade, producéo de gas e a producao de
AGVs e metano in vitro dos coprodutos da industria do biodiesel (canola, nabo
forrageiro, girassol, e mamona) em substituicdo ao capim brachiaria,
desenvolveu-se, apos 48 horas de incubagdo em meio de cultura in vitro a
producdo de gases em quatro niveis (0, 30, 50 e 70%). O inoculo para
incubacao in vitro foi obtido de trés vacas da raga Holandesa com fistulas
ruminais. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em um
arranjo fatorial 4x 4 , com os fatores representados pelos coprodutos e os
niveis. Segundo os resultados todos os coprodutos estudados apresentaram
efeito significativo (P<0,05) pelos niveis das dietas. O coproduto da canola ao
final da incubacao apresentou maior degradagédo, quando comparada aos
demais coprodutos, porém apresentou elevada producdo de gas,
consequentemente sendo o coproduto mais eficiente. E a menor
degradabilidade foi obtida com o coproduto da mamona. Os coprodutos
avaliados podem ser utilizados na dieta de ruminantes, sendo potenciais
fornecedores de proteina, proporcionando melhor aproveitamento energético.
Com relagdo a producdo de gases, ao substituir o capim brachiaria pelos
coprodutos, aumentou-se a produgdo destes nao sendo, porém inviavel sua
utilizacdo para aumentar a energia da dieta, sem ocasionar disturbios
metabdlicos. Sendo o coproduto da canola o que apresentou maior producao,
enquanto que a menor producao foi observada com o coproduto da mamona.

Palavras chaves: Digestibilidade, Fermentacdo ruminal, Gases do efeito
estufa, Producao de gas, Proteina

ABSTRACT

Aimed to evaluate the degradability, gas production and the production of VFA
and methane in vitro of the biodiesel industry by-products (canola, oilseed
radish, sunflower, and castor) replacing Brachiaria grass, developed after 48
hours incubation in culture in vitro gas production in four levels (0, 30, 50 and
70%). The inoculum for in vitro incubation was obtained three Holstein cows
with rumen fistulas. The experimental design was completely randomized in a
factorial arrangement 4x 4, with the factors represented by the by-products and
levels. According to the results all by-products studied had a significant effect (P
<0.05) by levels of diets. The canola by-product to the end of incubation
showed higher degradation compared to the other by-products, but showed
high gas production, thus being the most efficient by-product. And the lower
degradability was obtained with the by-product of castor oil. The evaluated by-
products can be used in the diet of ruminants with protein potential suppliers,
providing better energy utilization. With regard to gas production, to replace the
grass Brachiaria by by-products, was increased production of these not being,
but their use impractical to increase dietary energy without causing metabolic
disorders. Being the by-product of canola showed the highest production, while
the lowest production was observed with the by-product of castor oil.

Keywords: Digestibility, Ruminal fermentation, Greenhouse gases, Gas
Production, Protein

viii



INTRODUCAO GERAL

A pecudria brasileira possui grande destaque no cendrio mundial devido seu
amplo rebanho bovino comercial, estimado pela FAO (2011) em aproximadamente
209,5 milhdes de cabecas. Pesquisas da Embrapa e do IBGE (2011) demonstram que o
agronegdcio da bovinocultura gera cerca 7,5 milhdes de empregos, com crescimento do
rebanho de 1,9% ao ano, utilizando 172 milhdes de hectares, com uma taxa de ocupagao
de 1,2 cabecas/hd. Em todo o mundo a pecudria beneficia milhdes de pessoas, pois esta
atividade esta entre as mais importantes do agronegdcio.

Em vista da magnitude do plantel nacional e seu continuo crescimento, esta
atividade tem estado em evidéncia devido a contribuicdo negativa dos ruminantes
quanto a producdo de gases que prejudicam o meio ambiente.

Dentre os gases que promovem o efeito estufa podemos citar o dioxido de
carbonico (CQO;), o 6xido nitroso (N,O) e o metano (CHy). De acordo com o
levantamento realizado pela USEPA- Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados
Unidos (2011), a fermentagdo entérica contribuiu em 2009 com 20,4% das emissdes de
CH,, sendo esta considerada a segunda maior fonte de gases nocivos ao ambiente.

De acordo com Zotti & Paulino (2009), dentre as fontes emissoras de CH,4 tem-
se os aterros sanitdrios, uso de combustiveis fdsseis, praticas agricolas e a fermentacdo
entérica dos ruminantes.

A metanogénese em ruminantes ocorre através da fermentagdo ruminal dos
alimentos ingeridos e de acordo com Rivera et al. (2010) e Abdalla et al. (2012), pode
ser relacionada ao consumo e a digestibilidade do alimento e as caracteristicas dos
animais como espécie, tamanho e idade. As principais reagdes do processo fermentativo

sdo a formacdo dos acidos graxos volateis, sendo estes a fonte primdria de energia



metabolizavel, as células microbianas fornecedoras de aminoacidos metabolizdveis para
mantenca e sintese de leite e os gases (CO, e CH,), os quais sdo eliminados através da
eructacdo e respiracao (Fellner, 2009; Martin et al., 2009).

Com a crescente procura por alternativas alimentares que possam substituir as
pastagens e reduzir as emissdes de metano uma nova gama de alimentos alternativos
tem possibilitado elevar o valor nutricional das dietas de baixo custo, como tortas e
farelos provenientes da cadeia do biodiesel (Moreira et al., 2014).

Para que o emprego destes produtos seja vidvel, torna-se importante avaliar a sua
constituicdo em relacdo a saude e o desempenho dos animais (Azevedo et al., 2013).
Com a utilizacdo destes materiais, dar-se novas possibilidades a cadeia do biodiesel,
mesmo que estes coprodutos necessitem de estudos sobre as melhores formas de
armazenamento e possiveis efeitos nocivos ao organismo dos animais.

Deste modo a busca por alternativas alimentares que reduzam a emissdo de
gases do efeito estufa sem reduzir a produtividade dos sistemas tornou-se uma das

expectativas da pecudria mundial.



CAPITULO 1

Degradabilidade e producao de gases in vitro de substratos de capim
brachiaria com coprodutos da cadeia do biodiesel na alimentacao de
bovinos



Degradabilidade e producio de gases in vitro de substratos de capim brachiaria com coprodutos da
cadeia do biodiesel na alimentacao de bovinos
(Apés traducio para lingua inglesa este artigo sera enviado para a revista Tropical Animal Health

and Production Journal, estando escrito dentro das normas em anexo).

Resumo: Objetivou-se avaliar a degradabilidade e produgdo de gés in vifro em dietas com coprodutos
gerados pela industria nacional do biodiesel (mamona, canola, nabo forrageiro e girassol preto) em
substitui¢do ao capim brachiaria em quatro niveis (0, 30, 50 e 70%). O inoculo para incubacio in vitro foi
obtido de trés vacas da raca Holandesa com fistulas ruminais. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em um arranjo fatorial 4 x 4 , com os fatores representados pelos coprodutos e
os niveis. Todos os coprodutos estudados apresentaram efeito significativo (P<0,05). A utilizagdo do
coproduto da mamona na dieta de ruminantes proporciona reducdo na emissdo de gases poluentes a0 meio
ambiente, possibilitando o melhor aproveitamento de energia pelos ruminantes. O nivel de substitui¢do de
70% da mamona é o mais recomendado. Com relacdo a digestibilidade, os coprodutos da canola
(Brassica napus L.), e do nabo forrageiro ( Raphanus sativus L. ), ao nivel de 70% ndo prejudicaram a
degradabilidade da MS com sua utilizacdo.

Palavras-chave: Digestibilidade, Fermentagdo ruminal, Produgéo de gés, Proteina

Abstract: Aimed to evaluate the degradability and gas production in vitro in diets with by-products
generated by the national biodiesel industry (castor, canola, oilseed radish and black sunflower) replacing
grass Brachiaria in four levels (0, 30, 50 and 70% ). The inoculum for in vitro incubation was obtained
three Holstein cows with rumen fistulas. The experimental design was completely randomized in a
factorial arrangement of 4 x 4 with the factors represented by the by-products and levels. All by-products
studied had a significant effect (P <0.05). The use of the castor by-product in ruminant diet provides a
reduction in greenhouse gas emissions to the environment that makes the best use of energy by ruminants.
The replacement level of 70% castor oil is the most recommended. Regarding the digestibility, the co-
products of canola (Brassica napus L.) and wild radish (Raphanus sativus L.) at the level of 70% did not
prevent degradation of DM with its use.

Keywords: Digestibility, Ruminal fermentation, Gas Production, Protein



Introducao

No Brasil, grande quantidade de coprodutos da agroinddstria tem potencial para utilizacdo na
alimentagcdo de animais, entre tortas e farelos passiveis de serem empregados na dieta de ruminantes
oriundos da cadeia do biodiesel (Van Cleef, 2008). Entre as principais oleaginosas cultivaveis no Brasil
que podem ser utilizadas no processo de industrializacdo do biodiesel destacou-se: o girassol (Helianthus
annuus L.), a mamona (Ricinuscommunis L.), o nabo forrageiro (Raphanus sativus L.), a canola (Brassica
napus L.), (Petrobio, 2005; Storck Biodiesel, 2008).

Estudos e técnicas que caracterizem estes coprodutos, como a técnica de producdo de gases in
vitro, possibilita a identificacdo de coprodutos que sejam eficientes em substituicdo a alimentos
convencionais. Estas técnicas sdo menos onerosas e facilitam o controle das condi¢cdes experimentais
sendo eficientes, reproduziveis, e altamente correlacionadas com os resultados obtidos in vivo (Getachew
et al., 1998). A produgdo de gases é diretamente proporcional a fermentacdo microbiana do alimento e,
como pode ser medida a intervalos frequentes, permite avaliar o modo como ocorre o ataque microbiano
na degradacdo do alimento no rimen.

Apesar do valor nutritivo destes materiais, devemos considerar a necessidade de tratamentos
visando a melhoria da qualidade destes alimentos. A maioria das tortas e farelos das oleaginosas que vém
sendo utilizadas para produg@o de biodiesel no Brasil é passivel do uso na alimenta¢do animal, porém,
cada uma com suas particularidades, no que diz respeito a cuidados antes de serem ofertadas aos animais
devido a alguns fatores téxicos ou antinutricionais que possuem quantidades maximas dentro da
formulag@o das dietas dos animais (Abdalla et al.,2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes niveis de coprodutos da cadeia do
biodiesel sobre a degradabilidade e producgdo total de gis in vifro em substitui¢do ao capim brachiaria na
dieta de bovinos.

Material e Métodos
Local do experimento

O experimento foi desenvolvido no Campo Experimental de Coronel Pacheco, de propriedade da
Embrapa Gado de Leite — Centro Nacional Pesquisa Gado Leite, localizado na Zona da Mata de Minas
Gerais-MG.

Material estudado



Os substratos utilizados para incubacdes in vitro foram o capim brachiaria (Brachiaria brizantha
aos 28 dias de corte) como controle e coprodutos resultantes da industrializacdo do biodiesel: mamona
(Ricinus communis L), canola (Brassica napus L.), girassol preto (Helianthus annus L), e nabo forrageiro
( Raphanus sativus L. ).

Andlises quimicas dos alimentos

Os substratos compostos pelos coprodutos e pela forragem foram pré-secos em estufas de
ventilagcdo forcada a 55°C por 48 horas. Depois moidos em moinho do tipo Wiley dotado de peneira com
perfuragdes de 1,0 mm para determinacdo da matéria seca (MS) em estufa a 105°C de acordo com os
procedimentos gerais descritos por Silva e Queiroz (2002), proteina bruta (PB) pelo método Kjeldahl
(2006); fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente 4dcido (FDA) pelo método Van Soest
(1991); e de extrato etéreo (EE), onde a forragem e os coprodutos foram acondicionados em sacos XT4
(Ankon) e submetidos a extracdo pelo método oficial de alta temperatura da AOCS (2009), utilizando-se
extrator XT10 (Ankon).

A DIVMS foi avaliada seguindo a metodologia proposta por Tilley e Terry (1963). Os
carboidratos totais (CHOT) foram obtidos por intermédio da equacdo 100 - (% PB + % EE + % Cinzas)
descrita por Sniffen et al. (1992).

Tabela 1- Composicdo quimica (g/kg) do capim brachiaria e dos quatro substratos resultantes da
industrializa¢do do biodiesel com base na matéria seca.

Ingrediente MS (g/kg) PB FDN FDA LIG EE CZ CNF DIVMS
(g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg)
C. Brachiaria 870,8 1222 556,2 277,7 34,7 32,2 86,1 203,3 652
Coprodutos
Nabo Forrageiro 935,6 393,7 217,1 137,1 69,6 284,1 50,6 54,5 644.8
Mamona 912,6 420,2 4233 383.4 154,4 43,8 423 70,4 497,1
Girassol Preto 901,1 342,6 390,1 243,6 34,3 32,1 54,9 180,3 5823
Canola 922,1 375,1 410,3 378,3 120,5 243 57,7 132,6 689

MS: Matéria seca; PB: proteina bruta; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente 4cida; LIG: lignina; EE: extrato etéreo;
CZ: Matéria mineral; CNF: carboidratos nao fibrosos, DIVMS digestibilidade;

Foram formulados tratamentos, substituindo o capim brachiaria (controle) pelos coprodutos nas
seguintes propor¢des 100/0, 70/30, 50/50 e 70/30% (volumoso/coproduto). Os ingredientes dos
tratamentos apds serem secos a 55°C durante 48 horas, posteriormente moidos a 1 mm. Em seguida
pesados 0,5g de materia seca (MS) da amostra para um saco de ANKOM ® (F57) com 6 repeticoes /
tratamento, selados e colocados dentro de frascos de vidro de soro do tipo cor-dmbar de 50 mL,

previamente lavados com dgua destilada, secos em estufa e identificados.



Preparacdo para o meio de cultura

Para a coleta do liquido ruminal, utilizaram-se trés vacas da raca Holandesa com peso medio de
600 kg providas de fistulas no rumen, sendo entdo transferidos para garrafas térmicas previamente
aquecidas a 39°C e levados imediatamente ao laboratorio. No laboratorio, o conteudo ruminal foi
homogenizado e filtrado em duas camadas de tecido de algodado, sendo mantido em banho-maria a 39°C
sob saturacdo de CO,, até serem adicionadas as demais solu¢des (tampdo, macro e micro minerais solugdo
de resazurina e meio B) para meio de cultura.

Foi utilizado o liquido ruminal e solu¢do tampao (Vitti et al., 1999) em uma proporcdo de 5:1. O
inoculo (30 mL) foi entdo transferido para os frascos de incubacéo, posteriomente lacrados e colocados
em um agitador orbital cremalheira fixado em 120 oscilagdes por minuto em uma incubadora a 39°C.
Determinacdo da producdo de gas

Foram incubados 150 frascos, 6 destes contendo apenas o liquido ruminal e o meio de cultura
tamponante como controle (brancos), utilizados para determinar a producdo de gds proveniente do
conteido ruminal para posterior corre¢do da producdo liquida de gases, os demais frascos
corresponderam a seis repeticdes de cada tratamento.

Os perfis acumulativos de produgdo de gases in vitro de cada frasco foram medidos as 3, 6, 12,
24 e 48 horas ap6s a incubag¢do utilizando um aparelho de deslocamento de dgua graduado em mL.
Determinacdo da degradabilidade da matéria seca

Apds as 48 horas da incubacdo os sacos de ANKOM ® com os residuos foram removidos e
colocados em gelo, para interromper a fermentagdo, em seguida lavados com dgua abundante e secos em
estufa a 55°C durante 48 horas. A degradabilidade aparente da matéria seca (DAMS) foi obtida pela
diferenga de peso entre a matéria seca da amostra antes e apds a incubacao.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento estatistico utilizado para avaliar a produgcdo cumulativa de gases e a
degradabilidade da matéria seca foi inteiramente ao acaso num arranjo fatorial 4 x 4 (coprodutos e niveis
de substituicao).

A producdo de gés total e a degradabilidade da MS foram submetidos a uma analise de variancia
(Proc Anova) do SAS onde aos efeitos dos fatores prncipais aplicou-se o teste Tukey (P<0,05) entre os

coprodutos e destes dentro de cada nivel de substitui¢do e dos niveis de substituicio dentro de cada



coproduto. Os resultados dos niveis crescentes foram interpretados estatisticamente através dos modelos
de regressio pelo PROC REG (SAS, 2003).
Resultados

A composicdo quimica e seus resultados analisados sdo apresentados na (Tab. 1), onde se
observa o alto teor de proteina nos coprodutos, com destaque para a mamona e o nabo forrageiro (420,2 e
393,7 g/kg) respectivamente, este Ultimo ainda apresenta grande quantidade de extrato etéreo residual
proveniente do processo de extracdo a frio ou prensagem. Em relacdo ao conteido de FDN destaca-se a
mamona e a canola (523,3 e 410,3 k/kg) com os mais altos niveis.

Quanto a degradabilidade da MS, o efeito dos fatores principais foi dependente (Tab 2).

Houve efeito de interagdo dos tipos de coprodutos e dos niveis de substitui¢do nos valores de
DIVMS.

Tabela 2- Médias e Equagdes de regressao para a digestibilidade, in vitro da matéria seca (DIVMS %)
dose coprodutos em fungdo dos niveis de substituicao do capim brachiaria.

Niveis de substituicao

Coproduto Equagdes de regressao R? Valor P
0% 30% 50% 70%

Nabo Forrageiro 52,76 61,40% 62,20* 65,368 Y=53,947+0,172x 0,81 <0001

Mamona 52,76 46,108 41,16° 35,50¢ ¥=53,081-0,245x 0,95 <0001

Girassol preto 52,76 57,36* 58,065 60,76° ¥=53,151+0,109x 0,86 <0001

Canola 52,76 60,06" 63,33* 68,36" ¥=52,941+0,218x 0,95 <0001

*Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, R* = coeficiente de
regressdo e P = probabilidade.

Ao analisarmos os coprodutos dentro dos niveis de substitui¢do verifica-se que ao nivel de 30%,
o coproduto nabo forrageiro apresentou maior média de degradabilidade na matéria seca, semelhante
estatisticamente ao coproduto da canola e do girassol preto, superando a digestibilidade observada para o

coproduto mamona.

Ao nivel de 50% de substituicdo o coproduto da canola juntamente com o nabo forrageiro
apresentou a maior digestibilidade diferindo do girassol preto e da mamona sendo o ultimo, o coproduto
que apresentou a menor digestibilidade. J4 no nivel de 70% os coprodutos canola e nabo forrageiro,
demonstram os maiores niveis de digestibilidade quando comparados aos demais, diferindo destes

(P<0,01).



Observando os niveis de substituicdo do capim brachiaria pelos coprodutos do biodiesel,
verifica-se que o modelo de regressao que melhor explica a degradabilidade do coproduto da canola foi o
linear com aumento de 0,22% na digestibilidade da MS para o acréscimo de uma unidade percentual do
coproduto. Foi observado o mesmo comportamento para os coprodutos de nabo forrageiro e de girassol

preto que obtiveram aumento na digestibilidade de 17% e 11% respectivamente.

Para o coproduto da mamona a medida que aumentava sua participa¢do por unidade percentual,
reduzia-se 0,24% a degradabilidade.

Observa-se que o efeito dos fatores principais foi dependente para a producido cumulativa de gis
em 48 horas de incubagao (Tab. 3).

O subproduto canola ao nivel de substituicdo de 30% apresentou uma maior quantidade de
producdo de géds em 48 horas de incubacdo, diferindo dos demais. Ao nivel de substituicdo de 50%, as
taxas de produgdo de gés de coprodutos da canola e do girassol preto foram elevadas, apesar de diferiram

significativamente entre si, ¢ dos demais derivados.

O subproduto da mamona mostrou uma menor producio de gds em todos os niveis avaliados. No
nivel de 70% de substitui¢do, como nos demais, a canola apresentou a maior produgdo de gis e diferiu
significativamente de todos os demais produtos.

Tabela 3- Teores médios, probabilidade P e equagdes de regressdo dos efeitos dependentes da producdo

de gés total (mL/g) de coprodutos da produ¢do de biodiesel em diferentes niveis de substitui¢do do capim
brachiaria ap6s 48 horas de incubagao “in vitro” em meio de cultura.

Niveis de substituicao

Coproduto Equagdes de regressao R? P
0% 30% 50% 70%

Canola 121,63 181,17* 188,40* 193,40* Y=122,587+2,492x-0,021x° 0,96 <0001
Nabo .

121,63 123,47°¢ 120,03 109,47¢ Y=121,508+0,272x- 0,006 x> 0,81 <0002
Forrageiro
Girassol preto 121,63 147,708 163,708 148,978 Y=120,548+1,534x 0,015x> 0,86 <0001
Mamona 121,63 94,83P 82,377 69,73 ¥=119,850-0,738x 0,98 <0001

*Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey e R? coeficiente de regressio e P

Quanto aos niveis de substitui¢do do capim brachiaria dentro de cada coproduto, observou-se
que o coproduto da mamona obteve um comportamento linear decrescente (P<,0001), ou seja, a medida
que se aumentava uma unidade percentual desse coproduto, reduzia 0,74 mL/g na producgdo total desse

z

gas.



Os coprodutos da canola, nabo forrageiro e do girassol preto descreveram um comportamento
quadrético para a producdo de gés. Para o coproduto da canola observa-se que 59,33% promoveu o ponto
de maxima de 196,51mL na producdo de gases, ja para o coproduto de nabo forrageiro o nivel de 22,66%
promoveu ponto maximo de 124,58mL/g e o girassol preto no nivel de 51,13% promoveu ponto de
maxima de 159,75mL/g na produgdo total de gas.

Discussao

Observando a composicdo quimica dos alimentos estudados (Tab. 1), nota-se elevado teor
proteico, sendo semelhantes ou até superiores aos farelos convencionais, farelo de soja € considerado o
alimento padrdo como fonte proteica, pois apresenta em sua composi¢do 479g/kg de PB, 1,62g/kg de EE
e 140,6 g/kg de FDN (Valadares filho et al., 2006).

Analisando os coprodutos (Tab. 1), nota-se que a canola, o nabo forrageiro e o girassol preto
demonstraram digestibilidade superior aos demais. Este desempenho possivelmente ocorreu em razdo da
menor lignificagdo da MS e menor concentracdo de fibra. Quanto ao coproduto da mamona, este
apresentou a menor taxa de degradabilidade, podendo estar associado ao elevado teor de fibra e lignina
em sua composi¢ao. A presenca da lignina tende a aumentar a fra¢do indigerivel, reduzindo, desta forma,
a fracdo potencialmente digerivel (Mizubuti et al. , 2011).

Além disso, a mamona possui compostos antinutricionais. A ricina € uma proteina localizada
unicamente no endosperma das sementes de mamona, a mesma promove a morte das células por inibicao
da sintese proteica, levando a morte ou inibicao dos microrganismos ruminais, diminuindo a degradagdo
do alimento (Oliveira et al., 2013).

Avaliando a producdo de gés, o coproduto da mamona promoveu a menor produ¢do cumulativa
de gases no final de 48 horas de incubagdo, pois a alta concentracdo proteica deste coproduto atua na
formacdo de bicarbonato a partir de CO,, favorecendo a redugdo da produgdo de gis (Cieslak et al.,
2013). Além disso, os fatores antinutricionais da ricina sdo capazes de se ligarem aos ribossomos,
paralisado a sintese de proteinas e causar a morte das células (Severino, 2005), tornando-o altamente
prejudicial aos microrganismos ruminais e explicando a reducdo na produgdo de gases.

A maior producdo cumulativa de gds ocorreu com o coproduto da canola, seguido em menor

intensidade pelo girassol preto e o nabo forrageiro. Lana (2007) enfatiza que o volume de gases
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produzidos de um alimento em incubagdo reflete na produgdo de 4cidos graxos de cadeia curta, que sdo a
principal fonte de energia dos ruminantes.

O coproduto da canola demonstra-se com maior capacidade de disponibilizar nutrientes para os
microrganismos ruminais in vitro em relacdo aos demais, isso pode ser explicado por apresentar elevado
teor de FDN, e carboidratos fibrosos em sua composi¢do quimica, logo produzindo acetato, CO, e
hidrogénio no processo de fermentacdo que contribui para uma maior producdo de gis. A reagdo €
simples e se d4 pela eliminacdo de hidrogé€nio a partir da combinagdo de H, e CO, de acordo com a
seguinte equagdo: CO,+ 4H, = CH, + 2H,0 (Morgavi et al., 2012).

Conclusao

A utilizacdo do coproduto da mamona na dieta de ruminantes proporciona reducio na emissao de
gases poluentes ao meio ambiente, possibilitando o melhor aproveitamento de energia pelos ruminantes.
O nivel de substitui¢cdo de 70% da mamona € o mais recomendado.

Com relagdo a digestibilidade, os coprodutos da canola (Brassica napus L.), € do nabo forrageiro
( Raphanus sativus L. ), ao nivel de 70% nao prejudicaram a degradabilidade da MS com sua utilizacdo.
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CAPITULO 2

Fermentacao ruminal e producao in vitro de AGVs e metano do capim

brachiaria e coprodutos da industria do biodiesel
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Fermentacao ruminal e producio de AGVs e metano in vitro do capim brachiaria e coprodutos da

industria do biodiesel

(Apés traducio para lingua inglesa este artigo sera enviado para a revista Tropical Animal Health

and Production Journal, estando escrito dentro das normas em anexo).

Resumo: Objetivou-se avaliar o potencial de producido dos gases metano (CH,) e didéxido de carbono
(CO,) e os subprodutos da fermentacdo ruminal: dcidos graxos volateis, pH e amdnia (AGVs, pH e NH3)
in vitro dos coprodutos do biodiesel (Nabo Forrageiro, Mamona, canola e girassol preto). Os produtos
foram analisados mediante a técnica semi automdtica de producdo de gases in vitro. O delineamento
utilizado foi o inteiramente ao acaso, num arranjo fatorial 4x4 (coprodutos e niveis de substitui¢do). Nas
condi¢des experimentais deste trabalho, foram verificados diferentes potenciais para produgdo de gases
entre os ingredientes. O coproduto do nabo forrageiro foi o ingrediente de maior potencial de producio de
acetato, propionato e butirato. A maior produ¢do de CO, e CH, em relacdo a matéria seca degradada foi
obtida com o uso do coproduto da canola. O coproduto da mamona foi o de menor potencial para
producdo de acetato, butirato e propionato, podendo ser considerado, entre os coprodutos avaliados, o de

menor impacto ao ambiente, sem prejuizos a fermentacdo ruminal.

Palavras-chave: Alimentos alternativos, Efeito estufa, Metanogénese, Meio ambiente

Abstract: Aimed to evaluate the production potential of methane gas (CH4) and carbon dioxide (CO2)
and by-products of ruminal fermentation: volatile fatty acids, pH and ammonia (AGVs, pH and NH3) in
vitro of the biodiesel by-products (Nabo fodder, castor, canola and sunflower black). The products were
analyzed by semi-automated technique vitro gas production. The design was completely randomized in a
factorial arrangement 4x4 (by-products and replacement levels). In the experimental conditions, they
were verified different potentials for the production of gases between the ingredients. The by-product of

oil radish was the ingredient of greatest production potential acetate, propionate and butyrate. The
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increased production of CO2 and CH4 in relation to the degraded dry matter was obtained using the by-
product canola. The by-product of castor oil was the least potential for producing acetate, propionate and
butyrate, can be considered among the evaluated by-products, the less impact to the environment without
damage to ruminal fermentation.

Keywords: Alternative Food, Greenhouse effect, Methanogenesis, Environmen

Introducao

A demanda crescente por alternativas alimentares que possibilitem a utilizagdo de produtos que
reduzam os impactos ambientais e os custos de producdo tem permitido, através de pesquisas, conhecer o
valor nutritivo de materiais os quais apds seu beneficiamento na cadeia do biodiesel podera tornar-se uma

fonte alimentar de qualidade na dieta de ruminantes.

A industria do biodiesel utiliza culturas oleaginosas para a extragdo de 6leo (Abdalla et. al.,
2008), e devido a esta extensa producdo ha uma grande quantidade de residuos gerados. O potencial de
utilizagdo de alimentos com elevados teores de fibra para o ruminante possibilita um destino adequado
para estes residuos e a0 mesmo tempo permite uma substitui¢do das forrageiras comumente utilizadas por

alimentos de baixo custo.

Os coprodutos despertam o interesse como fontes alternativas para a mitigagdo de metano
originado no processo digestivo em ruminantes. Estes alimentos possuem em sua composi¢do elementos
capazes de agir sobre a microbiota ruminal de forma deletéria, sejam por sua elevada concentracio de

acidos graxos, taninos ou carboidratos ndo estruturais.

Mesmo demonstrando aptiddao para fazer parte da alimentacdo didria dos ruminantes, torna-se
necessdrio conhecer, estimar avaliar seus efeitos sobre o desempenho e a saide dos animais (Azevedo et
al., 2013). Devido estes questionamentos, técnicas que simulam a fermentacido ruminal (produgdo de gis

in vitro) e testes especificos para os alimentos fornecidos t€m sido desenvolvidas (Bueno et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de AGVs e metano in vitro dos coprodutos da
industria do biodiesel (canola, nabo forrageiro, girassol, e mamona) em substitui¢do ao capim brachiaria,

apos 48 horas de incubagdo em meio de cultura.
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Materiais e Métodos

Local do experimento

O experimento foi conduzido no Campo Experimental de Coronel Pacheco, MG, de propriedade

da Embrapa Gado de Leite - CNPGL, localizado na Zona da Mata de Minas Gerais.

Materiais estudados

Amostras de, aproximadamente, 300 g de cada coproduto resultante do processamento da extracao
do dleo vegetal foram coletadas e enviadas ao Laboratdrio de Andlise de Alimentos da Embrapa Gado de
Leite, em Juiz de Fora, MG. Para as andlises quimicas e as andlises dos gases.

Foram utilizados como substratos para incubagdes in vifro o capim brachiaria (Brachiaria
brizantha), como controle e coprodutos resultantes da industrializacdo do biodiesel: mamona
(Ricinuscommunis), canola (Brassicanapus L.), girassol preto (Helianthusannus), e nabo forrageiro
(Raphanussativus L).

Foram utilizadas misturas simulando dietas, substituindo capim brachiaria (controle) pelos
coprodutos nas seguintes propor¢des 100/0, 70/30, 50/50 e 70/30% (volumoso/coproduto). Os
ingredientes das dietas apds serem pré-secos a 55°C durante 48 horas, foram moidos a Imm. Em seguida
pesados 0,5g de matéria seca (MS) da amostra para um saco de ANKOM ® (F57) com seis repeticdes /
tratamento, selados e colocados dentro de frascos de vidro de soro do tipo cor-dmbar de 50 mL,
previamente lavados com dgua destilada, secos em estufa e identificados.

Andlises quimicas dos alimentos

Os substratos compostos pelos coprodutos e pela forragem foram pré-secos em estufas de
ventilacdo for¢ada a 60°C por 48h. Depois moidos em moinho do tipo Willey dotado de peneira com
perfuracdes de 1,0 mm para determinacdo da matéria seca (MS) em estufa a 105°C de acordo com os
procedimentos gerais descritos por Silva e Queiroz (2002), proteina bruta (PB) pelo Método Kjeldahl
(AOC, 20006); fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente dcido (FDA) pelo método Van
Soest (2006); e de extrato etéreo (EE) onde a forragem e os coprodutos foram acondicionados em sacos
XT4 (Ankon) e submetidos a extracdo pelo método oficial de alta temperatura da AOCS (2009),

utilizando-se extrator XT10 (Ankon). A DIVMS foi avaliada seguindo a metodologia proposta por Tilley
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e Terry (1963). Os carboidratos totais (CHOT) foram obtidos por intermédio da equacdo 100 - (% PB +

% EE + % Cinzas) descrita por Sniffen et al. (1992).

Tabela 1- Composicdo quimica (g/kg) do capim brachiaria e dos quatro substratos resultantes da
industrializacdo do biodiesel com base na matéria seca.

Ingrediente MS (g/kg) PB FDN FDA LIG EE CZ CNF DIVMS
(g’kg)  (g/ke)  (g/ke)  (ghke)  (ghkg)  (g/kg) (g/kg) (g/kg)
C. Brachiaria 870,8 1222 556,2 271,7 34,7 32,2 86,1 203,3 652
Coprodutos
Nabo Forrageiro 935,6 393,7 217,1 137,1 69,6 284,1 50,6 54,5 644.8
Mamona 912,6 420,2 4233 3834 1544 438 423 70,4 497,1
Girassol Preto 901,1 342,6 390,1 243,6 34,3 32,1 54,9 180,3 5823
Canola 922,1 375,1 410,3 3783 120,5 243 57,7 132,6 689

MS: Matéria seca; PB: proteina bruta; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente dcida; LIG: lignina; EE: extrato etéreo;
CZ: Matéria mineral; CNF: carboidratos nao fibrosos, DIVMS digestibilidade;

Preparacdo do meio de cultura

Para a coleta do liquido ruminal, utilizaram-se trés vacas da raga Holandesa com peso médio de
600 kg providas de fistulas no rimen, sendo entdo transferidos para garrafas térmicas previamente
aquecidas a 39°C e levados imediatamente ao laboratério. No laboratério, o conteido ruminal foi
homogeneizado e filtrado em duas camadas de tecido de algodao, sendo mantido em banho-maria a 39°C
sob saturacdo de CO,, até serem adicionadas as demais solu¢des (tampdo, macro e micro minerais solugdo
de resazurina e meio B) para o meio de cultura.

Para preparac¢do do meio de cultura foi utilizado o liquido ruminal e solu¢do tampao (Vitti et al.,
1999) em uma propor¢do de 5:1. O inoculo (30 mL) foi entdo transferido para os frascos de incubagao,
posteriormente lacrados e colocados em um agitador orbital cremalheira fixado em 120 oscilagdes por
minuto em uma incubadora a 39°C.
Amostragem para determinagdo de metano (CH,) e dioxido de carbono (CO,) e pH

Apé6s a ultima medicdo do gds no tempo de 48 horas pés-incubacdo, procedeu-se a coleta e

armazenamento do gds proveniente de cada frasco, para determinagdo da concentragdo de CH, e CO,. O
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contido em cada frasco foi removido por meio de seringas plésticas de 30 cc e tranferido imediatamente
pra frascos de cor &mbar de 20 cc a vacuo, para conservagdo das amostras. Posteriormente os frascos de
fermentacdo foram abertos e feito a afericdo do pH do meio de cultura utilizando um medidor de pH
(Orion modelo 260A, Fisher Scientific, Toronto, ON, Canada).

O percentual de CH, e CO, foi determinado no Laboratorio de Cromatografia da EMBRAPA -
Gado de Leite, localizada na cidade de Juiz de Fora — MG, utilizando um aparelho de cromatografia
gasosa (Fedorak e Hrudey. 1983). A partir do percentual da producdo de gases, foi calculado o seu
volume correspondente a produgdo acumulada de gds em 24 e 48 horas do processo fermentativo,
corrigido para cada uma grama de matéria seca degradada. Os resultados de metano e o dioxido de
carbono foram expressos em mL/MS incubada.

Amostragem para determinacio dcidos graxos volateis (AGV)

Para identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos voldteis (AGVs), foi coletada uma fragao
liquida do meio de cultura (10 mL) apds a digestibilidade (48 horas) e adicionada ao meio 2 mL de 4cido
metafosforico (20%) para conservacdo da amostra, em seguido amargenado em freezer até posteriores
analises (Holtshausen et al. 2009).

Amostragem para determinag¢io de nitrogénio amoniacal (N-NHj3)

Para identificagdo e quantificacdo do nitrogénio amoniacal (N-NH3), foi coletado uma fracio
liquida do meio de cultura (10 mL) apds a digestibilidade (48 horas) e adicionado ao meio 0,4 mL o 4cido
sulfarico, H,SO4a 50% para conservag@o da amostra, em seguida amarzenado em freezer até posteriores
analises (Holtshausen et al., 2009).

Delineamento e analise estatistica

O delineamento estatistico utilizado para avaliar a producdo cumulativa de gases e a
degradabilidade da matéria seca foi inteiramente ao acaso num arranjo fatorial 4 x 4 (coprodutos e niveis
de substituicao).

A producdo de CHy, CO, AGV’s, pH e NH; foram submetidos a uma analise de variancia (Proc
Anova) do SAS onde aos efeitos dos fatores principais aplicou-se o teste tukey (p<0,05) entre os
coprodutos e destes dentro de cada nivel de substituicio e dos niveis de substitui¢do dentro de cada
coproduto. Os resultados dos niveis crescentes foram interpretados estatisticamente através dos modelos

de regressdo pelo PROC REG (Sas, 2003).
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Resultados

A composi¢@o quimica e seus resultados analisados sdo apresentados na tabela 1.

Os coprodutos avaliados expuseram elevado teor de proteina bruta (nabo farrageiro e a
mamona), e elevado conteddo de extrato (etéreo do nabo forrageiro), destacando-se o coproduto da canola
por apresentar maior taxa de digestibilidade e menor quantidade de EE, (Tabela 1).

Os niveis de interacdo e substituicdo dos coprodutos para mensurar a produ¢do de metano in

vitro foram constatados no intervalo de tempo de 48 horas (Tabela 2).

Observou-se que em 30% houve diferenga significativa entre os alimentos avaliados, sendo a
maior producio de metano registrada para a canola. Aos niveis de 50 e 70%, a canola e girassol preto ndo
diferiram entre si, sendo nestes registrados resultados superiores quando comparados ao nabo forrageiro e

a mamona.

Através da substitui¢do do capim brachiaria pelos coprodutos do girassol preto, nabo forrageiro e
mamona observou-se um comportamento linear. Para o coproduto de girassol preto cada unidade
percentual de substitui¢cdo de capim brachiaria por esse coproduto, incidiu um acréscimo de 0,50 mL/g na
producdo de metano, enquanto que os coprodutos de nabo forrageiro e mamona apresentaram resposta
linear decrescentes sendo 0,13 e 0,37mL/g de CH4 respectivamente.

O coproduto da canola sofreu efeito (P<0,05) pelos niveis de substitui¢do, apresentando resposta
quadratica em relagdo a producdo de metano sendo 62,5%, o ponto de minima que promoveu (31,25mL)

de produgdo de metano do coproduto da canola.

Analisando a producdo de CO,, constatou-se efeito de interacdo dos coprodutos e dos niveis de
substituicdo para a producdo desse gds com o intervalo de tempo de 48 h (Tabela 2).

Considerando a producdo de CO, na substituicdo do capim brachiaria pelos coprodutos,
observou-se que a canola aos 30 e 50% apresentou uma producdo significativa diferindo dos demais
(P<0,05). Quando em 70% de substituicdo o coproduto da canola e girassol preto ndo diferiram
estatisticamente entre si mantendo a sua produgdo de CO, elevada. O coproduto da mamona manifestou
uma menor produgdo do gas, juntamente com o nabo forrageiro nos niveis avaliados.

Observando a substituicdo do capim brachiaria, temos um efeito linear decrescente (P<0,05)

quando utilizando o nabo forrageiro, para cada 1% do nivel de substituicdo desse coproduto houve um
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decréscimo de 0,139 mL/g na produgdo de CO, entérico, ja para o coproduto da mamona a redugdo foi de
0,239ml /g na producdo de CO, entérico.

O coproduto da canola proporcionou um efeito quadritico quando relacionado a producdo de
CO, para substituir o capim brachiaria, notadamente aumentava suas quantidades. Sendo 60,5% o ponto
de maxima (219,62mL/g) de produgdo de CO, do coproduto da canola.

Verificou-se a influéncia sobre as propor¢des de N-NHj in vitro no intervalo de tempo de 48
horas utilizando coprodutos do biodiesel em substitui¢do ao capim brachiaria.

Tabela 2- Produgdo de CH4, CO,, N-NH; (mL/g) e pH dos coprodutos do biodiesel em diferentes niveis de
substitui¢do pelo capim brachiaria.

Coprodutos Niveis de substitui¢do
Equacio de regressdo R? P
0% 30% 50% 70%
Producéo de CH,
Nabo Forrageiro 4,86" 4,43¢ 4,36° 3,83" Y= 4,887 - 0,013x 0,630  0,0021
Mamona 4,86% 3,50° 3,06 2,13¢ Y= 4,808 — 0.037x 0,952 <0001
Girassol Preto 4,86 6,50% 8,63" 7,934 Y=5.097 + 0,050x 0,778  0,0001
Canola 486" 9,334 10,40* 8,66™ Y= 4,820 + 0,233x — 0,002x2 0921 <0001
Producdo de CO,
Nabo Forrageiro 25,20* 21,005¢ 18,06¢ 15,508 Y= 25,169 — 0,139x 0,91 <0001
Mamona 25,20* 16,50¢ 13,20¢ 8,13¢ Y= 24,826 — 0,239x 0,97 <0001
Girassol Preto 25,20% 24,408 28,83° 24,96* Y=25235 - NS
Canola 25,20* 34,70* 37,23* 29,70% Y= 24,942+ 0,578x0.007x2 0,79 0,0009
Producdo de N-NH’
Nabo Forrageiro 12,60* 27,53¢ 36,63¢ 43,63¢ Y= 13,319 + 0,447x 0,972 <0001
Mamona 12.60* 14.23° 21.00° 27.53" Y=12,425 - 0,015x +0,003x2 0,982 <0001
Girassol Preto 12.60* 38.73% 61.83% 69.66° Y=11,874 +1,118x —0,003x2 0,969 <0001
Canola 12,60 52,26 57,40 75,36 Y= 17,131 +0,860x 0941 <0001

pH dos Coprodutos do Biodiesel em Niveis de substituicéo

Nabo Forrageiro 6,36" 643" 6,50° 6,60° Y= 6,352 + 0,003x 0,837 <0001

Mamona 6,36" 6,60* 6,70 6,80* Y= 6.385+ 0.006x 0,964 <0001

Girassol Preto 6,36" 6,40%C 6,40 6,50 Y=6.353 + 0.001x 0,619  0,0024

Canola 6.36" 6.30° 6.33" 6.40° Y= 6.365 - 0.003x + 0.549  0.0276
0.00006x2

*Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A utilizagdo do coproduto canola demonstra de forma crescente sua producdo de N-NHj; nos

niveis avaliados de substituicdo. Quando ao nivel de 30% a mesma diferiu dos demais significativamente,
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sendo alcancada apenas pelo girassol preto em substituicdo de 50%, demonstrando estatisticamente que
ndo houve diferenca significativa. Ao nivel de 70% o coproduto da canola proporcionou a maxima
producdo de N-NH; ou seja, a medida que se aumentava a unidade percentual desse coproduto,

aumentava 0,86 mL/g na producdo de N-NHj3;, sendo este fato isolado dos demais.

As menores produgdes estiveram com os coprodutos de nabo forrageiro e mamona. Registrou-se
a menor producdo na utilizacdo do coproduto mamona ao nivel de 30% (P<0,05%). O nabo forrageiro

apresentou comportamento crescente nas avaliagdes com um aumento de 0,48 mL/g de N-NHj,

Substituindo o capim brachiaria pelos coprodutos, para producdo dos AGVs com o intervalo de

tempo de 48 horas (Tabela 3), temos a produgao de acido acético onde observamos efeito (P<0,05)

Tabela 3- Produgdo de Acetato, Propionato e Butirato mL/g) dos coprodutos do biodiesel em diferentes niveis de
substitui¢do em substitui¢do ao capim Brachiaria.

Coprodutos Niveis de substituicdo
Equacgio de regressdo R? P
0% 30% 50% 70%
Producdo de Acetato
Nabo
35,374 38,19* 12,548 24,10* Y=36.981 —-0.251x 0,404 0.0006
Forrageiro
Mamona 35374 18.64¢ 12.97° 13.07" Y=35.420 — 0.751x + 0.006x2 0.952 <.0001
Girassol preto 35,374 31,66° 30,14* 24,01* ¥ =37.9397-0.0081x-0.0017x> 0.85 0.0002
Canola 3537% 31,04° 30,214 30,21% Y=34.681 —0.084x 0,639 0,0018
Producdo de Propionato
Nabo
16.614 17.014 5.37° 11.184 Y=17.032-0.119x 0.416 0.0234
Forrageiro
Mamona 16.614 8.60° 5.58" 5.61¢ Y=16.657 — 0.361x + 0.002x2 0.958 <.0001
Girassol preto 16,61* 11,83% 10,64* 8,298 Y=16.182-0.115x 0,929 0.0036
Canola 16,614 10,645¢ 10,754 10,6148 Y= 16.486 — 0.247x + 0.002x2 0,923 0.1670
Producdo de Butirato
Nabo
7,254 8,324 2,57" 4,70* Y=7.811-0.055x 0,412 0,0245
Forrageiro
Mamona 7,254 3,74¢ 2,598 2,34¢ Y=7.255-0.151x + 0.001x2 0,956 <0001
Girassol preto 7,25% 5,348 520" 3,50%¢ Y=7.198 — 0.049x 0,876 <0001
Canola 7,254 5,808 5,194 5,708 Y=7.288 — 0.076x + 0.0007x2 0,803 0,0007
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Observa-se nesta avaliacdo que o nivel de 30% demonstrou a maior média para todos os

produtos em avaliacdo, quando comparando os demais niveis.

O nabo forrageiro (30%) diferiu dos demais significativamente apresentando a maior produgio
de 4cido acético. O nivel de 50% de substitui¢do revelou que o coproduto da canola e do girassol preto
apresentaram as maiores propor¢des de dcido acético, sendo estatisticamente semelhantes, diferindo do

coproduto de nabo forrageiro e da mamona que foram idénticos (P>0,05).

A producdo de acido acético em de 70% de substitui¢do do capim brachiaria por coprodutos se
manteve elevada quando do uso de girassol preto e de nabo forrageiro, o menor valor foi encontrado para
o coproduto da mamona (P<0,05).

O coproduto da canola foi afetado (P<0,05) pelos niveis de substitui¢do, descrevendo um
comportamento linear decrescente, 2 medida que se aumentava a unidade percentual desse coproduto,
reduzia-se 0,08 mL/g na producio de 4cido acético pelo processo de fermentacdo ruminal. Os coprodutos
de girassol preto e nabo forrageiro também descreveram resposta linear decrescente tendo reducgdes de
0,15 e 0,25 mL/g para cada unidade percentual na producdo de dcido acético desses coprodutos.

O coproduto da mamona descreveu um modelo quadritico em relagdo a producdo de acido
acético, estimando-se em 36,87% o ponto de minima para o nivel de substitui¢do ao capim brachiaria que
promoveu (21,75 mL/g) de producio de 4cido acético.

Producdo de 4cido propidnico com a utilizagdo de coprodutos do biodiesel quando em

substitui¢do ao capim brachiaria no intervalo de tempo de 48 horas (Tabela 3).

Quando em substituicdo de 30% do capim brachiaria pelos coprodutos nota-se que o nabo
forrageiro diferiu significativamente dos demais utilizados (P<0,05), sendo o coproduto da canola andloga
ao do girassol preto (P>0,05). Observamos também o coproduto da mamona o qual obteve menor
producdo diferindo estatisticamente do coproduto do nabo forrageiro (P>0,05).

A canola e girassol preto em 50% de substituicdo ao capim brachiaria exibiu a maior produc¢io
de 4cido propidnico, nao diferindo entre si (P>0,05), a menor produgao foi verificada para o coproduto da
mamona, esta sendo andloga aos resultados apresentados pelo nabo forrageiro.

Considerando 70% de substitui¢do o coproduto do nabo forrageiro apresentou maior producdo de
4cido propidnico, sendo semelhante ao coproduto da canola, a menor producdo foi verificada para o
coproduto da mamona (P<0,05).
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A substituicdo do capim brachiaria pelo coproduto de nabo forrageiro e de girassol preto causou
efeito linear decrescente (P<0,05) ocorrendo reducdes de 0,12mL/g para cada unidade percentual na
producdo de 4cido propidnico dos dois coprodutos.

Ja o coproduto de nabo forrageiro apresentou um comportamento quadratico, sendo o nivel de
45% o ponto de minima que promoveu (12,15 mL/g) na produgdo de 4cido propionato.

Foi analisado efeito (P<0,05) de interagdo dos niveis de substituicdo ao capim brachiaria pelos
coprodutos para a producdo do dcido butirico no intervalo de tempo de 48 horas (Tabela 3).

A producdo de 4cido butirico, dentro dos niveis de substituicao, apresentou maior propor¢do a
30% com o uso do nabo forrageiro, os coprodutos da canola e do girassol preto foram equivalentes entre
si. Para o nivel 50%, os coprodutos da canola e do girassol preto obtiveram maiores indices de acido
butirico (P<0,05), sendo equiparados entre si (P>0,05). O coproduto da mamona proporcionou a menor
producdo desse AGV (P<0,05).

Avaliando o nivel de 70% de substituicio o coproduto da canola e de nabo forrageiro
apresentaram maximas produgdes de dcido butirico quando comparados aos demais coprodutos tornando-
os semelhantes entre si (P<0,05).

Para a producdo de 4cido butirico, os coprodutos de nabo forrageiro e de girassol preto
descreveram comportamento linear decrescente, ou seja, a medida que se aumentava a porcentagem desse
coproduto, reduzia-se 0,05 mL/g/48h na producdo de 4cido butirico pelo processo de fermentagcdo
microbiana para esses coprodutos.

Os coprodutos da canola e da mamona descreveram um modelo quadriatico em relagdo a
producdo de 4cido butirico quando se aumentava suas quantidades nos niveis, sendo 60,5% o nivel que
promoveu o ponto de mdxima (219,62mL/g) de producdo de 4cido butirico para o coproduto da canola,
para o coproduto da mamona foi verificado no nivel 56% ponto de maxima de (62,75 mL/g).

O pH ruminal € um pardmetro muito importante para estudo de fermentacdo ruminal, dessa
forma observou-se neste estudo que ocorreu interacdo dos niveis de substituicdo pelos coprodutos para a
varidvel pH ruminal com o intervalo de tempo de 48 horas (Tabela 3).

Ao o nivel de 30%, o coproduto da mamona apresentou um elevado pH ruminal (P<0,05), sendo
o coproduto nabo forrageiro e girassol preto andlogos estatisticamente e a canola apresentando menor

pH.
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No nivel de 50% de substituicdo ao capim brachiaria o coproduto da mamona seguiu
proporcionando o maior pH ruminal (P<0,05), e os menores valores de pH foram verificados para os
coprodutos de nabo forrageiro, girassol preto e da canola (P<0,05).

Ja no nivel de 70% de substituicdo ao capim brachiaria o coproduto da mamona mostrou-se
precursor da elevacdo do pH ruminal, sendo o coproduto de nabo forrageiro semelhante ao coproduto do
girassol preto, o menor pH ruminal foi verificado para o coproduto da canola(P<0,05).

Os coprodutos da mamona, de girassol preto e de nabo forrageiro promoveram comportamento
linear crescente proporcionaram aumentos de (0,06; 0,03 e 0,01) no pH desses coprodutos.

Os coprodutos da canola descreveu um modelo quadritico em relagdo ao pH quando se
aumentava suas quantidades nos niveis, sendo 60,5% o nivel que promoveu o ponto de maxima

(219,62mL/g) de producdo de 4cido butirico para o coproduto da canola.

Discussao

Um dos principais produtos resultantes do processo fermentativo anaerébico ruminal é a
producdo de metano (Martinez et al., 2010). Dessa forma, temos que a composi¢do da dieta atua de forma
significativa quando a mesma tem como base a forragem, pois grandes propor¢des de carboidratos
estruturais geram elevadas quantidades de CH4 (Archimed et al., 2011).

Com a utilizagdo dos coprodutos esperava-se reducéo nos niveis de producdo de metano, mas ao
substituir o capim brachiaria pelo girassol preto e a canola tivemos uma producido de metano elevada, a
qual esta relacionada com o teor de carboidratos fibrosos contidos nesses alimentos, Berchielli et al.,
(2006) afirmaram que com o desaparecimento da por¢do potencialmente digestivel ocorre reducdo da
digestdao de um polimero. Deste modo, torna-se necessdrio maior tempo de exposico aos microrganismos
para a digestdo e producdo de AGVS, como consequéncia produgdo de gds metano.

Quando analisamos a resposta da substitui¢do do capim brachiaria pelos coprodutos da mamona
e nabo forrageiro, notou-se que sua utilizagdo ocasionou os mais baixos niveis de produ¢do de metano,
estando relacionada a compostos antinutricionais como a ricina, sendo nocivo aos microrganismos
ruminais, e a elevada quantidade de dcidos graxos poli-insaturados presentes em sua composi¢do quando

comparado aos demais.
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Considerando que a producdo de CO, esta relacionada aos teores de carboidratos presentes nas
dietas, e a sintese de proteina que necessita de cadeias de carbono como precursores, observam-se os
elevados teores de FDN e CHOT apresentados pela canola e pelo girassol preto os quais forneceram
elevados niveis de Co, e N-NH; Da mesma forma que observamos redugdo na producdo de metano in
vitro relacionado ao teor de lipideos insaturados presentes nos coprodutos da mamona (43,2 g/kg) e do
nabo forrageiro (284,1 g/kg), registraram-se com a utiliza¢do destes alimentos os menores niveis de CO, e
N-NHj3;, quando em substitui¢do ao capim brachiaria.

Devido a sua caracteristica deletéria aos microrganismos ruminais, os dcidos graxos insaturados
sdo convertidos 4 dcidos graxos saturados pelo mecanismo conhecido como biohidrogenacdo, o qual
através da adicdo de hidrogénio nas insaturagdes, permite a reducdo de sua toxicidade e utilizagdo
(Palmquist & Mattos, 2006). A utilizagdo dos lipideos saturados nas dietas apds a biohidrogenagdo
promove efeito redutivo da amonia ruminal e a elimina¢do de H proveniente da fermentacio de CHO,
ocorrendo aumento na producdo ruminal de propionato e reducdo da metanogénese (Oliveira 2009).

Avaliando o coproduto da mamona para a producdo de dcido acético, propidnico e butirico nos
niveis, nota-se que estes obtiveram resultados inferiores aos demais, sendo justificado pela presenga de
ricina, a qual diminui a digestibilidade e consequentemente a producgdo de gases. Com relagdo aos demais
alimentos estudados, a canola proporcionou uma producdo elevada e estdvel de &4cido acético e
propidnico, mesmo ndo possuindo em sua composi¢cdo a maior quantidade de carboidratos fibrosos, mas
por ndo possuir fatores antinutricionais em sua composi¢ao.

O nabo forrageiro quando em substitui¢dio de 30% nas avaliagdes para AGVS revela um
diferencial quando comparado aos demais alimentos, pois neste nivel mesmo possuindo elevado teor de
lipideos em sua composi¢do assumi valores superiores aos demais. Aradjo et al. (2012) concluiram que o
nivel de inclusdo de forragem eleva a producdo dos gases, demonstrando o efeito da fibra sobre a
dinamica ruminal.

Com relagdo a produgdo de acido butirico a producdo foi afetada com a substituicdo pelos
coprodutos reduzindo a produ¢@o em relacdo ao grupo controle. Isso pode esta relacionado com o elevado
teor proteico desses coprodutos que resultam na formagdo de bicarbonato de amodnio, a partir de CO2 e

amonia, reduzindo, assim, o aporte de CO2 para a producio total de gés.
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Os resultados encontrados para a produgdo de AGVS confirma que os constituintes dos
coprodutos avaliados colaboraram diretamente com os resultados obtidos.

Kosloski (2002) afirma que o padrdo da fermentac¢do ruminal, e a quantidade de AGV produzido
pelo ruminante variam entre outros fatores, com o tipo de carboidrato presente na dieta e que a camada
cuticular da superficie de grdos e forragens, assim como a lignina da parede celular dos vegetais, a
camada proteica que envolve os grinulos de amido e o excesso de gordura da dieta representam barreiras

4 atividade hidrolitica bacteriana.

Avaliando o pH, temos que o coproduto da canola proporcionou seus menores niveis
com a sua utilizacdo. Esse comportamento pode ser explicado para o coproduto da canola, tendo em vista
que o mesmo aumentou a producdo de propionato, ocorrendo sequestro de H,* para a formacio desse
AGV. Orskov (1988) propds que, em situacdes de pH ruminal abaixo de 6,2, ocorre reducdo na digestdo
da fibra devido a sensibilidade das bactérias fibroliticas e o ponto 6timo da digestdo da fibra ocorre em

valores de pH entre 6,7 ¢ 7,1.

Conclusao
Ao substituir o capim brachiaria pelos coprodutos, observa-se que os mesmos podem ser

utilizados na dieta de bovinos.

Dentre os coprodutos avaliados o coproduto da mamona destacou-se por promover mitigacdo de
CH,, obtendo niveis de pH e NH3 satisfatérios para a mdxima fermentacdo ruminal, desta forma indica-se
o uso deste coproduto em substituicio ao capim brachiaria . A Substituicdo desse coproduto na dieta
proporcionard um menor impacto ambiental.
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Conclusao Geral

Conclui-se que a técnica in vitro de producdo de gas € uma alternativa para avaliar alimentos que
possuam caracteristicas que venham a contribuir para o perfeito funcionamento do metabolismo animal,
gerando minimas perdas energéticas na forma de gases, sobretudo daqueles considerados nocivos ao meio
ambiente, CH, e CO,

O uso coprodutos procedentes da industrializacdo do biodiesel em substituicdo ao capim
brachiaria forma uma alternativa para a alimentagdo de ruminantes, pois sdo considerados alimentos
proteicos e energéticos, que serdo transformados em produto animal.

Torna-se desejdvel a realizacdo de mais pesquisas na drea de nutrigdo animal, visando a
mitigacdo de CH, e dos gases que contribuem para o do efeito estufa, consequentemente promover uma
eficiente producao sem comprometer o consumo.

A qualidade da dieta possui destaque entre as técnicas para mitigacdo atualmente estudadas

assim, juntamente com um manejo que promova o bem estar animal contribuiram para redugdo da

producdo desses gases.
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Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users

would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary
files to be published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the

author's article, as certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.
Please include in each file the following information: article title, journal name, author names;
affiliation and e-mail address of the corresponding author.
To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very

long download times and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.

A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be

submitted as .xlIs files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex
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Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as a
citation, similar to that of figures and tables.

"

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation
(Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.

Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.
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For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the

file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without any

conversion, editing, or reformatting.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files,

please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users

prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

Ethical Responsibilities of Authors

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the
Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to deal

with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in the journal,

the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific endeavour. Maintaining

41



integrity of the research and its presentation can be achieved by following the rules of good scientific

practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous

consideration.

The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work
concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the re-use of material

to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism™)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions and
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No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your conclusions

No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own
(“plagiarism”). Proper acknowledgements to other works must be given (this includes material
that is closely copied (near verbatim), summarized and/or paraphrased), quotation marks are
used for verbatim copying of material, and permissions are secured for material that is
copyrighted.
Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.
Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the
responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where the work has
been carried out, before the work is submitted.
Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the scientific
work and therefore share collective responsibility and accountability for the results.
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Changes of authorship or in the order of authors are not accepted after acceptance of a
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Requesting to add or delete authors at revision stage, proof stage, or after publication is a serious
matter and may be considered when justifiably warranted. Justification for changes in authorship
must be compelling and may be considered only after receipt of written approval from all authors

and a convincing, detailed explanation about the role/deletion of the new/deleted author. In case
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the Editor-in-Chief. In all cases, further documentation may be required to support your request.

The decision on accepting the change rests with the Editor-in-Chief of the journal and may be
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standards and send if requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned
guidelines. The author will be held responsible for false statements or failure to fulfill the above-

mentioned guidelines.

Disclosure of potential conflicts of interest

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential influence or impart
bias on the work. Although an author may not feel there is any conflict, disclosure of relationships and
interests provides a more complete and transparent process, leading to an accurate and objective
assessment of the work. Awareness of a real or perceived conflicts of interest is a perspective to which the
readers are entitled. This is not meant to imply that a financial relationship with an organization that
sponsored the research or compensation received for consultancy work is inappropriate. Examples of
potential conflicts of interests that are directly or indirectly related to the research may include but

are not limited to the following:

Research grants from funding agencies (please give the research funder and the grant number)
Honoraria for speaking at symposia

Financial support for attending symposia

Financial support for educational programs

Employment or consultation

Support from a project sponsor

Position on advisory board or board of directors or other type of management relationships
Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity ownership or investment interest
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o Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)
e Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial interests) that
may be important to readers should be disclosed. These may include but are not limited to personal
relationships or competing interests directly or indirectly tied to this research, or professional interests or
personal beliefs that may influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In author
collaborations where formal agreements for representation allow it, it is sufficient for the corresponding

author to sign the disclosure form on behalf of all authors. Examples of forms can be found

e here:
The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscript in a separate
section before the reference list, that reflects what is recorded in the potential conflict of interest

disclosure form(s).

See below examples of disclosures:

Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has received a
speaker honorarium from Company X and owns stock in Company Y. Author C is a member of

committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

Research involving human participants and/or animals

1) Statement of human rights

When reporting studies that involve human participants, authors should include a statement that the

studies have been approved by the appropriate institutional and/or national research ethics committee and
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have been performed in accordance with the ethical standards as laid down in the 1964 Declaration of

Helsinki and its later amendments or comparable ethical standards.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964 Helsinki Declaration or
comparable standards, the authors must explain the reasons for their approach, and demonstrate that the
independent ethics committee or institutional review board explicitly approved the doubtful aspects of the

study.

The following statements should be included in the text before the References section:

Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants were in accordance
with the ethical standards of the institutional and/or national research committee and with the 1964

Helsinki declaration and its later amendments or comparable ethical standards.”

For retrospective studies, please add the following sentence:

“For this type of study formal consent is not required.”

2) Statement on the welfare of animals

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting experiments on animals,
authors should indicate whether the international, national, and/or institutional guidelines for the care and
use of animals have been followed, and that the studies have been approved by a research ethics
committee at the institution or practice at which the studies were conducted (where such a committee

exists).

For studies with animals, the following statement should be included in the text before the References

section:

Ethical approval: “All applicable international, national, and/or institutional guidelines for the care and

use of animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies involving animals
were in accordance with the ethical standards of the institution or practice at which the studies were

conducted.”
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If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors, please select

one of the following statements:

“This article does not contain any studies with human participants performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies with animals performed by any of the authors.”

“This article does not contain any studies with human participants or animals performed by any of the

authors.”

Informed consent

All individuals have individual rights that are not to be infringed. Individual participants in studies have,
for example, the right to decide what happens to the (identifiable) personal data gathered, to what they
have said during a study or an interview, as well as to any photograph that was taken. Hence it is
important that all participants gave their informed consent in writing prior to inclusion in the study.
Identifying details (names, dates of birth, identity numbers and other information) of the participants that
were studied should not be published in written descriptions, photographs, and genetic profiles unless the
information is essential for scientific purposes and the participant (or parent or guardian if the participant
is incapable) gave written informed consent for publication. Complete anonymity is difficult to achieve in
some cases, and informed consent should be obtained if there is any doubt. For example, masking the eye
region in photographs of participants is inadequate protection of anonymity. If identifying characteristics
are altered to protect anonymity, such as in genetic profiles, authors should provide assurance that

alterations do not distort scientific meaning.

The following statement should be included:

Informed consent: “Informed consent was obtained from all individual participants included in the

study.”

If identifying information about participants is available in the article, the following statement should be

included:

“Additional informed consent was obtained from all individual participants for whom identifying

information is included in this article.”
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