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RESUMO

Utilizacéo de glicerina bruta na alimentacéo de cabras em lactacao:
concentracdo de metais essenciais e t0OXicos em soro sanguineo, urina,

leite e queijo tipo coalho

Concentrada em regides semidridas e tropicais no Brasil a caprinocultura ganha destaque.
Em 2006 a 2017 o efetivo de caprinos comercializados no pais atingiu um aumento de
65,7%. Os produtos lacteos desses animais possuem uma maior digestibilidade, grande
teor de vitamina A e B, hipoalergenicidade e menor quantidade de lactose se comparado
ao de vaca, além do maior valor de venda. Uma vez que o farelo de milho e soja geram
um gasto ao manejo alimentar, estuda-se a glicerina bruta, originada da fabricacdo do
biodiesel, como substituto energético, porém contém metais pesados, o que pode retratar
riscos a satde animal e humana. S&o escassos dados referentes aos oligoelementos em
amostras bioldgicas e produtos derivados do leite em cabras com introducgéo alimentar de
glicerina na dieta. Objetivou-se quantificar metais no soro sanguineo, urina, leite e queijo
tipo coalho em cabras leiteiras alimentadas com variados niveis de glicerina bruta no
manejo alimentar. Foram selecionados 16 caprinos da raca Saanen, fémeas em lactacao
que foram distribuidos em quatro quadrados latinos e aleatoriamente nos tratamentos com
diferentes niveis de glicerina bruta 0, 5, 10 e 15%. Ap0s a finalizagdo de cada ciclo do
experimento, nos quatro momentos foram colhidas amostras de sangue, urina, leite e
queijo de coalho. As amostras foram submetidas a digestdo por radiagdo micro-ondas. A
analise multielementar realizou-se por intermédio da espectrometria de emissao Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). N&o houve influéncia dos niveis de
glicerina bruta, em substituicdo ao milho no soro, leite, urina e queijo tipo coalho. A
concentracdo sérica dos metais Cu, Fe, Zn e Mn; urinaria de Cu, Zn, Mn, Mo e Cr; lactea
e do queijo coalho referente a Cu, Zn e Mn, mantiveram-se dentro dos padrdes
encontrados na literatura. A incluséo de 5 até 15% de glicerina bruta, derivada do 6leo de
algoddo nas dietas de cabras leiteiras em substituicdo parcial ao milho, ndo altera a
concentracdo de metais essenciais e tdxicos em soro sanguineo, urina, leite e queijo tipo
coalho, néo estabelecendo, portanto, fator de risco para quadros de intoxicacao.

Palavras-chave: biodiesel, minerais, metais pesados, ICP-OES, queijo.



ABSTRACT

Use of crude glycerin in the feeding of lactation goats: concentration of

essential and toxic metals in blood serum, urine, milk and cured cheese

Goat farming is concentrated in semi-arid and tropical regions in Brazil. In 2006 to 2017
the number of goats sold in the country increased by 65.7%. The dairy products of these
animals have a higher digestibility, high content of vitamin A and B, hypoallergenicity
and less lactose compared to cow, in addition to the higher sales value. Since corn and
soy meal generate an expense for food handling, crude glycerin, which originates from
the manufacture of biodiesel, is studied as an energy substitute, but contains heavy metals,
which can portray risks to animal and human health. There are few data regarding trace
elements in biological samples and products derived from milk in goats with a dietary
introduction of glycerin. The objective was to quantify metals in blood serum, urine, milk
and rennet cheese in dairy goats fed with varying levels of crude glycerin in food
handling. 16 Saanen goats were selected, lactating females that were distributed in four
Latin squares and randomly treated with different levels of crude glycerin 0, 5, 10 and
15%. After the completion of each cycle of the experiment, blood, urine, milk and rennet
cheese samples were collected at the four moments. The samples were submitted to
digestion by microwave radiation. The multielemental analysis was carried out by means
of optical emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-OES). There was
no influence of the levels of crude glycerin, replacing corn in whey, milk, urine and rennet
cheese. The serum concentration of the metals Cu, Fe, Zn and Mn; Cu, Zn, Mn, Mo and
Cr urine; milk and rennet cheese referring to Cu, Zn and Mn, remained within the
standards found in the literature. The inclusion of 5 to 15% of crude glycerin, derived
from cotton oil in the diets of dairy goats in partial replacement to corn, does not alter the
concentration of essential and toxic metals in blood serum, urine, milk and rennet cheese,
not establishing therefore, a risk factor for intoxication.

Keywords: biodiesel, minerals, heavy metals, ICP-OES, cheese.
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1. INTRODUCAO

Agrupada em regides semiaridas e tropicais (BATISTA e SOUZA, 2015), no
Brasil a caprinocultura ganha destaque. Do ano de 2006 a 2017, a quantidade de caprinos
comercializados no Brasil teve um aumento de 65,7%, enquanto o numero populacional
cresceu o equivalente a 16,1%, sendo o Nordeste (NE) responsavel por 92,8% do efetivo
rebanho nacional, o que demonstra a elevada importancia social e econdémica para a
regido (IBGE, 2017; EMBRAPA, 2018).

Diversas séo as finalidades dessa atividade as quais variam por localidade, porém
0 intuito de producdo leiteira, adquire sucesso de equivaléncia comercial no seu
desenvolvimento devido ao diferencial e qualidade nutritiva (LIMA et al., 2017).
Nacionalmente, os agricultores familiares sdo responsaveis por 67% do leite de cabra e
no NE essa proporc¢do chega a 73% (VESCHI et al., 2016).

No geral, os produtos lacteos desses animais possuem uma maior digestibilidade,
grande teor de vitamina A e B, hipoalergenicidade resultante dos reduzidos glébulos de
gordura e menor quantidade de lactose se comparado ao de vaca, além do maior valor de
venda que sofreu variancia positiva de 79,81% na regido Nordeste entre os anos de 2006
e 2017 (CHYE et al., 2012; EMBRAPA, 2018). E recomendado para grupos de pessoas
pertencentes a criangas, idosos e alérgicos, sua composi¢do pode sofrer variancia por
condicBes genéticas, raciais, estdgio de lactacdo, sistema de producdo e manejo
nutricional (PEIXOTO et al., 2016).

Os derivados do leite caprino possuem um nicho promissor industrial e agregam
valor pelo particular aroma e propriedade gustativa, trazendo diversificacdo. Podem-se
citar como exemplos o queijo tipo de coalho e ricota, leite em po, iogurte, doce, picolé,
sorvete, pdo de leite, fazendo até parte da industria de cosméticos (SAMPAIQO et al., 2009;
CATUNDA et al., 2016).

O ambito agropecuario entra em conflito entre a alta demanda de matéria-prima
alimentar e os impactos ambientais provocados por essa busca (TEIXEIRA et al., 2013).
Os alimentos alternativos com a finalidade de reduzir esses danos ao meio ambiente
ponderando uma oferta de alimentos equilibrada e de carater eficientemente produtivo
vém sendo observado de forma notoria na nutricdo de ruminantes (RODRIGUES e
RONDINA, 2013), principalmente no que se refere a melhoria econbmica por
aproveitamento de coprodutos industriais (SILVA et al., 2015).
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O farelo de milho e soja sdo responsaveis por um alto gasto a0 manejo nutritivo
passando a ser 0s principais componentes sob o foco de remanejamento. A agroindustria
estuda a proposta de atender a essa substituicdo com derivados do biodiesel
(RODRIGUES e RONDINA, 2013; LAGE et al.,, 2014), ao qual define-se como
combustivel originado através de meios renovaveis, podendo ser formado pela utilizagéo
de 6leos de origem vegetal, microemulsdes, craqueamento térmico ou transesterificagao
(FELICIANO FILHO e PEREIRA JUNIOR, 2007; RODRIGUES e RONDINA, 2013).

O método de obtencao de biocombustivel quando por meio de farelos e tortas de
oleaginosas se torna também de uso praticavel na alimentacdo (ABDALLA et al., 2008;
LAGE et al.,, 2014). A glicerina é aceita facilmente pelos ruminantes devido a
caracteristica gustativa adocicada (CLASEN et al., 2014).

O glicerol, principal componente da glicerina bruta, possui grande quantidade de
energia e vem a tornar um excelente adicional na alimentacdo de ruminantes (LAGE et
al., 2010). Esse coproduto, para maior aplicabilidade na industria, deve ser purificado,
procedimento de dificil disponibilidade e que gera um alto custo, seu uso inteligente ainda
na forma bruta na dieta de animais traz uma possibilidade de aproveitamento do que
muitas vezes é descartado (MACH, 2009; RODRIGUES e RONDINA, 2013).

Essas alternativas aplicadas ao manejo nutricional auxiliam na sintetizacdo de
acidos graxos de cadeia curta, os quais sdo absorvidos no rimen para produzir energia
(MACH et al., 2009), porém as impurezas encontradas no produto podem possuir metais
pesados, metanol e grande quantidade de lipideos (RODRIGUES e RONDINA, 2013).

Além dos elementos necessarios para sobrevivéncia animal, denominados como
metais essenciais; tém-se 0s que sdo tdxicos por suas consequéncias negativas e/ou efeito
acumulativo, porém ambos podem ser nocivos aos ruminantes a depender da sua
concentracdo e por sua vez aos humanos através da ingestdo de seus derivados (VALLS
e LORENZO, 2002; GONGALVES et al., 2008).

A longo prazo, os efeitos negativos desses metais apresentam importantes danos
a salde publica consequentemente a utilizacdo de substancias complementares na dieta
precisa ser meticulosa devido ao trajeto dos metais pesados (CASELANI, 2015). Como
via de destino, pode-se obter uma alta concentragdo no organismo do animal ou a
liberacdo de urina e fezes contaminadas no meio ambiente, gerando um ciclo de
propagador de substancias toxicas (GOMES et al., 2013). A existéncia de metais pesados

na glicerina bruta pode retratar riscos quando adicionado no manejo alimentar.
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Contudo, pesquisas com finalidade de alcancar uma reducdo de custos de
producdo sem consequéncia prejudicial ao rebanho cresce e o monitoramento da
quantificacdo de metais diante dessa proposta ndo se faz menos importante. Segundo
Gomes et al. (2013), os elementos traco constituem uma classe na qual muitos sdo toxicos
para o0s seres vivos como o mercurio (Hg), o chumbo (Pb), o cddmio (Cd) e o arsénio (As)
e que apresentam riscos ambientais devido ao seu uso intenso, disseminagao e toxicidade.
Outros elementos trago como manganés (Mn), zinco (Zn), cromo (Cr) e cobalto (Co), que
sdo essenciais em algumas rotas metabolicas, produzem efeitos toxicos em concentracdes
mais elevadas.

No Brasil, tem-se realizado alguns estudos sobre o tema, porém, as pesquisas
envolvendo a contaminacdo no leite animal ou humano por elementos traco tdxicos
representam apenas 0,95 % na base ISI considerando as palavras-chave “milk and
metals”, porcentagem aproximada encontrada também na base Scopus. Na base Scielo
apenas quatro artigos foram identificados com o tema. Portanto, maiores pesquisas
contribuirdo com estes estudos.

Perduram ddvidas a respeito da composicao mineral em leite de cabras leiteiras,
particularmente quanto aos oligoelementos essenciais e 0s metais toxicos que s&o
referenciados por agéncias reguladoras de controle de qualidade de alimentos no Brasil.
Em se tratando de aditivos em dietas para animais de interesse pecuario, sdo escassos
dados referentes aos oligoelementos essenciais e 0s metais toxicos presentes em amostras
biol6gicas e produtos derivados do leite em cabras recebendo dietas suplementadas com
diferentes niveis de glicerina bruta. Mediante o exposto, objetivou-se quantificar e
analisar metais pesados no soro sanguineo, urina, leite e queijo tipo coalho em cabras

leiteiras alimentadas sob variados niveis de glicerina bruta inclusa na dieta alimentar.
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2. HIPOTESES

HO — O uso de glicerina bruta derivada do 6leo de algod&o na alimentacdo de cabras, em
niveis de até 15%, em substitui¢do parcial ao milho, ndo influencia na concentracéo de
metais no soro, urina, no leite e no queijo tipo coalho, ao ponto de serem considerados

fatores de risco para intoxicacao.

H1 — O uso de glicerina bruta derivada do 6leo de algod&o na alimentacdo de cabras, em
niveis de até 15%, em substitui¢do parcial ao milho, influencia na concentracéo de metais
no soro, urina, no leite e no queijo tipo coalho, ao ponto de serem considerados fatores

de risco para intoxicacao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Objetiva-se avaliar o uso de glicerina bruta derivada do 6leo de algoddo na
alimentacdo de cabras, em niveis de até 15% em substituicdo parcial ao milho, sobre as

concentragOes de metais no soro, urina, leite e no queijo tipo coalho.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Verificar o efeito de dietas contendo glicerina bruta nas concentracfes séricas de
cobre (Cu), ferro (Fe), Zn, Co, Mn, molibdénio (Mo), Cr, aluminio (Al), Cd,
niquel (Ni) e Pb em cabras leiteiras recebendo com glicerina bruta derivada do

6leo de algodao em nivel de até 15% em substituicdo ao milho;

3.2.2. Verificar o efeito de dietas contendo glicerina bruta nas concentracGes urinarias
de Cu, Fe, Zn, Co, Mn, Mo, Cr, Al, Cd, Ni e Pb em cabras leiteiras recebendo com
glicerina bruta derivada do 6leo de algoddo em nivel de até 15% em substituicdo

ao milho;

3.2.3. Verificar o efeito de dietas contendo glicerina bruta nas concentracdes lacteas de
Cu, Fe, Zn, Co, Mn, Mo, Cr, Al, Cd, Ni e Pb em cabras leiteiras recebendo com
glicerina bruta derivada do 6leo de algoddo em nivel de até 15% em substituicdo

ao milho;

3.2.4. Verificar o efeito de dietas contendo glicerina bruta nas concentracGes de Cu, Fe,
Zn, Co, Mn, Mo, Cr, Al, Cd, Ni e Pb em queijos tipo coalho em cabras leiteiras
recebendo com glicerina bruta derivada do 6leo de algodao em nivel de até 15%

em substituicdo ao milho;

3.2.5. Verificar qual o grau de correlagdo da concentracdo dos metais presentes no soro
sanguineo, urina e leite de cabras leiteiras recebendo com glicerina bruta derivada

do oleo de algoddo em nivel de até 15% em substituicdo ao milho.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Caprinocultura leiteira no Nordeste brasileiro

A adaptacdo climatica satisfatoria, a facilidade de manejo dos caprinos e geragédo
de fonte de renda incentivam o pequeno produtor na regido Nordeste do pais (BATISTA
e SOUZA, 2015; CATUNDA et al., 2016) e como representagdo desse perfil
socioeconémico regional tém-se criadores com areas de producgéo abaixo de 10 ha, o qual
apresenta 65% da realidade nordestina e serve de possibilidade alimentar e financeira
praticavel que dispde de um baixo investimento monetério e de mantenca (EMBRAPA,
2018).

Os trés primeiros estados que lideram com maior rebanho nacional de caprinos
pertencem a regido Nordeste, em primeiro lugar o estado da Bahia seguido do Piaui e
Pernambuco (EMBRAPA, 2018). Apesar de toda a expectativa em relacdo a
caprinocultura leiteira, a producéo lactea sofreu diminuigdo de 34% na regido Nordeste
assim como a reducao de cabras ordenhadas. A forte seca nos ultimos anos, a dependéncia
comercial e de incentivo governamental sdo razdes influenciadoras dessa queda
(EMBRAPA, 2018). A nivel mundial, a producdo leiteira caprina participa com o
equivalente a 2,2 % (ROHENKOHL et al., 2011).

No Nordeste brasileiro entra em evidéncia na exploracdo caprino leiteira o Cariri
Paraibano, Agreste Central/Meridional e Sertdes de Pajel/Moxoté Pernambucanos, onde
se estabelece a maior bacia leiteira caprina nordestina e brasileira, por volta de 2.000
familias sdo vinculadas de forma direta a atividade (EMBRAPA, 2018).

Além do leite caprino possuir capacidade de suprir a necessidade de grupos
sensiveis ao leite de vaca, o investimento no segmento de derivados se aperfeicoa com
producdo de queijos e doces finos e se inova com 0s probidticos que compdem lacteos
funcionais (EMBRAPA, 2018). Dentre os queijos, 0 queijo tipo coalho e ricota se
destacam devido a preferéncia do consumidor brasileiro (OLIVEIRA et al., 2018).

A Instrucdo Normativa n° 30, de 26 de julho de 2001 define queijo coalho aquele
produto obtido pela coagulagdo do leite atraves da adi¢do de coalho ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacteas
selecionadas, o qual pode ser comercializado normalmente com até dez dias de fabricagéo
(BRASIL, 2001; OLIVEIRA et al., 2018).
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4.2 Biodiesel

Define-se o biodiesel como um tipo de combustivel degradavel ao meio ambiente
e originado de meios naturalmente reabastecidos, pela alcodlise de gorduras animais,
0Oleos vegetais ou pela esterificacdo de &cidos graxos (RAMOS et al., 2011; VAN CLEEF,
2012). O oleo de soja é o principal envolvido no biodiesel e apresentou um aumento de
20,5% na comparagédo dos anos de 2017 e 2018, seu uso representa 69,8% dos insumos
(ANP, 2019). Como fontes de matéria-prima a gordura animal encontra-se em segundo
lugar seguido do 6leo de algoddo (MAPA, 2019).

O mecanismo de producdo ocorre por intermédio da reacdo quimica dessas
matérias-primas com alcool puro/anidro sob a intervengdo de um catalisador (hidréxido
de potéssio — KOH ou hidroxido de sodio — NaOH), o que também gera glicerina como
coproduto apos o processo de decantacdo (Figura 1) (RODRIGUES e RONDINA, 2013;
PAIVA et al., 2015). Durante essa sintetizacdo sdo gerados também outros produtos
agregando e favorecendo lucros aos produtores, como por exemplo farelos e tortas
decorrentes da agéo de prensagem de sementes oleaginosas (VAN CLEEF, 2012).

Capacitado para atender territorios nacionais e internacionais, o Brasil se
evidencia na fabricacdo de biocombustiveis devido as favoraveis condicdes climaticas e
topogréficas (MAPA, 2019). A producdo do biodiesel acrescentou em 24,7% do ano de
2017 para 2018 (Figura 2) e a regido Nordeste possui participacdo produtiva equivalente
a29,4% (ANP, 2019), supBe-se que ocorra um acréscimo nacional de 4,6 bilhGes de litros
por ano até 2023 (MAPA, 2019).

Em 2018 o Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) acatou a aprovacdo
para adicdo de 5% da participacdo na mistura de biodiesel nos combustiveis, passando de
um percentual de 10% para 15% progressivamente até o ano de 2023, o que acarretara
em um aquecimento econémico nesse setor industrial (MAPA, 2019), por conseguinte

uma maior disponibilidade de glicerina incentivando seu uso.
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Figura 1. Representacdo esquematica das fases de producdo do biodiesel. Fonte:

Adaptado através de Rodrigues e Rondina, 2013.
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Figura 2. Panorama produtivo brasileiro de biodiesel relativo ao ano de 2009 a 2018.

Fonte: Adaptado através de ANP/SPC (2019).

4.3 Glicerina bruta

Define-se a glicerina como um composto organico, com caracteristica gustativa
adocicada, de textura liquida viscosa e coloracdo variavel em tons de castanho amarelado
a escuro a advir da purificacdo (RODRIGUES e RONDINA, 2013; DALMASO et al.,
2014).

Como principal coproduto obtém-se 10 m3 de glicerina a cada 90 m3 de biodiesel
fabricado pelo meio de transesterificacdo (DASARI et al., 2005), o que pode variar de
acordo com o material de origem. No ano de 2018 17% de glicerina foi gerada a mais que
0 ano decorrido, totalizando 440.600 m? de litros de glicerina dos quais o Nordeste foi
responsavel por 7,7% (ANP, 2019).

Muitos sdo os tipos encontrados que se distinguem pela proporcao de constituintes
encontrados na sua composic¢do, podendo ser glicerol, alcool, tipo de catalizador, &cidos
graxos, sabdes, odor e cor (MOTA et al., 2009). Devido a sua condicao estavel a industria
possui um aproveitamento diverso desse derivado, participando desde o ramo
farmacéutico ao alimentar, téxtil e uso na tabacaria (PAIVA et al., 2015).

Existem no mercado quatro tipos disponiveis de glicerina que variam pela sua
purificacdo, porém devem passar por etapas de alto custo e grande complexidade, o que
desestimula a atividade quando em pequena producdo (RODRIGUES e RONDINA,
2013). Em ordem de maior pureza tém-se a categoria alimenticia, farmacéutica, bruta

“loira” e a bruta, sendo a “loira” a mais comum possuindo entre 75% e 90% de glicerol,
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metanol, agua e sais diluidos (DALMASO et al., 2014; PAIVA et al., 2015). O valor da
glicerina bruta corresponde a trés vezes menos o valor da bidestilada (CLASEN et al.,
2014).

A capacidade energética, que se assemelha ao grdo de milho, e o baixo valor
econémico estabelecido a do tipo bruta estimulou a utilizagcdo alimentar em animais,
especialmente ruminantes, e a diversificou produtivamente (VAN CLEEF, 2012; PAIVA
etal., 2015).

4.4 Glicerina na alimentacao de ruminantes

Pelo potencial energético alimentar, a partir de 2010 o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) regulamentou como componente da lista de aditivos
isentos de registro o uso da glicerina na alimentagdo animal com fungéo aglutinante,
espessante e umectante atraves do Anexo V na Instrucdo Normativa de N° 42 de 16 de
dezembro 2010 e que foi fortalecida pela Instrucdo Normativa N° 38 de 27 de outubro de
2015 (MAPA, 2010; MAPA, 2015), que tenha sido originado de matéria-prima vegetal,
com no minimo 80% de glicerol, maximo de 13% de umidade e 150 mg/kg de metanol
(PAIVA et al., 2015).

Além do auxilio na sintetizacdo de acidos graxos de cadeia curta que sdo
absorvidos a nivel ruminal (RODRIGUES e RONDINA, 2013), a glicerina introduzida
na dieta alimentar de ruminantes traz um diferencial benéfico devido a semelhanca ao
componente propilenoglicol, substancia precursora exdgena de glicose usada com éxito
em vacas leiteiras (DUQUE et al., 2018). De acordo com Donkin (2009), ele também
pode atuar de forma profilatica em desordens metabdlicas e prop&e uma diminuicdo na
emissdo de gases efeito estufa pelos animais

Os constituintes que mais integram a dieta de ruminantes sdo a soja e o milho,
equivalem ao maior custo do manejo alimentar (BESERRA et al., 2016). A glicerina
como alternativa dietética propde, a ponto de vista nutricional, ser um substituto dos
concentrados energeéticos da racdo, principalmente do milho. De acordo com National
Research Council — NRC (USA) (2011) citado por Duqgue (2018), o valor de energia
liquida (energia bruta > energia metabolizavel > energia liquida — incremento cal6rico)

para lactacdo corresponde a 8,0 — 9,7 MJ/Kg, que se assemelha aos 8,4 MJ/kg do milho.
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Donkin et al. (2009) realizaram um estudo utilizando niveis de 0, 5, 10 e 15% de
glicerina na matéria seca e silagem de milho como volumoso em vacas lactantes,
concluiram que a adicdo do produto pode ser acatada em até 15% sem nenhuma
consequéncia significativa negativa relacionada a producédo e composicao do leite gerado.

Almeida et al. (2017) realizaram um estudo com adicéo de glicerina em niveis de
0, 100, 200, 300 g/kg na matéria seca em dietas para cordeiros mesticos confinados. O
consumo de racdo, comportamento alimentar, desempenho em crescimento, as
caracteristicas da carcaca e da carne e 0s componentes comestiveis ndo-carcaca foram
avaliados, os dias de alimentacdo para obtencdo do peso de abate foram superiores nas
dietas com maior composicao de glicerina. Concluiram que adi¢do de até 100 g/kg de
glicerina na matéria seca parece ser uma melhor estratégia devido ao custo beneficio
encontrado no momento no experimento.

Chanjula et al. (2014) estudaram em cabras mesticas (nativas da Tailandia X
Anglo-Nubiana, n=4) a inclus&o de glicerina bruta na matéria seca na alimentagdo em até
20%. A ingestdo de alimentos, a digestibilidade, os padrbes de fermentacdo ruminal, os
metabolitos sanguineos (plasma, insulina e BHBA) e a utilizacdo de nitrogénio ndo foram
afetadas, portanto concluiram que o uso da glicerina poderia ser efetivamente utilizado
como fonte de energia alternativa para substituir os cereais nas dietas.

Thoh et al. (2017) avaliaram o leite de doze cabras leiteiras quanto a sua
composicdo, acidos graxos, perfil de caseina, tamanho do glébulo de gordura e cor,
também foi verificado a estabilidade do leite quanto ao calor. Considerando essas
analises, concluiram que o uso de glicerina na dieta até 5% possui potencial de
implementacdo no manejo nutricional.

Andrade et al. (2018) utilizou glicerina bruta em niveis de até 18% na alimentacédo
de 40 cordeiros mesticos ndo castrados da raca Santa Inés, a qual manteve eficiéncia da
ingestdo, digestibilidade e desempenho dos animais, e ndo promoveu distarbios
metabolicos no acabamento de cordeiros.

Duque et al. (2018) suplementaram a silagem de milho de vacas Holandés x Gir
em terco inicial de lactagcdo com niveis de glicerina equivalente a 8% e 12% substituindo
o milho moido. N&o houve efeito significativo em relacéo a digestibilidade dos nutrientes,
producéo e composicdo do leite. Os autores concluiram que a dieta em ambos 0s niveis
apresenta potencial para producéo leiteira.

Logo, entende-se que a utilizacdo da glicerina em dietas de animais com

funcionalidade energética em substituicdo aos cereais pode ser incluida moderadamente,
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ndo comprometendo o desempenho do animal (LAMMERS et al., 2008; MACH et al.,
2009; KHATTAB e EL-NOR, 2019).

4.5 Limitacdes no uso da glicerina

O uso da glicerina de variadas formas vem ganhando espaco, todavia a presencga
de contaminantes como por exemplo o metanol, que atua na divisdo da fase lipidica e
aquosa, a sua utilizacdo deve ser cautelosa (LEAO et al., 2012). De acordo com a
resolucdo 386/1999 através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para
evitar possiveis intoxicacdes o teor de alcool metilico ndo deve superior a 150 ppm
(DUQUE et al., 2018).

A intoxicacdo provocada por metanol a partir do acimulo e metabolismo lento é
capaz de provocar alteracdo motora, danos ao nervo éptico provocando cegueira, émese,
depressdo do Sistema Nervoso Central (SNC) e acidose metabdlica (SKRZYDLEWSKA,
2003; BESERRA et al., 2016). S&o necessarios estudos avaliativos referente a tolerancia
alimentar de metanol, pois ainda é desconhecida (DUQUE et al., 2018).

A Agéncia Federal do Departamento de Salde e Servicos Humanos dos Estados
Unidos - Food and Drug Administration (FDA - EUA), reconhece e assegura o uso da
glicerina na alimentagdo animal, denotando a incluséo de 15% do produto na matéria seca
sem interferéncia produtiva (DUQUE et al., 2018).

No Brasil, a glicerina originada por matéria-prima provinda de subproduto animal
ndo pode ser inserida na dieta de ruminantes devido a possibilidade de acometimento de
doencas pridnicas, como a Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), popularmente
conhecida como a doenca da Vaca Louca (BESERRA et al., 2016).

4.6 Metabolismo do glicerol

O glicerol, ingrediente de maior abundancia encontrado na glicerina e também
identificado em outros alimentos, como Oleos vegetais e fosfolipidios das plantas
(GIOTTO et al.,, 2015), e no metabolismo animal é considerado um substrato de
capacidade fermentativa no rimen, além de viabilizar por via hepatica a gliconeogénese.
Quando ingerido possui a possibilidade de ser absorvido pela mucosa do rimen ou de ser
absorvido pelo epitelio intestinal e figado (BESERRA et al., 2016; MENESES, 2017).
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No rumen, ha a absorcéo direta e acdo fermentativa das bactérias ruminais que
transformam o glicerol em AGCC, principalmente &cido propi6nico, o qual seguira pela
corrente sanguinea para ser metabolizado no figado a oxaloacetato mediante o ciclo de
Krebs gerando também glicose. Dentre os géneros das bactérias do ramen as
Selenomonas sdo as principais fermentadoras do glicerol (KREHBIEL, 2008).

A enzima glicerol quinase converterd por metabolismo hepatico junto a adenosina
trifosfato (ATP) em glicerol-3-fosfato e adenosina difosfato (ADP), iniciando a
sintetizacdo de glicose (KREHBIEL, 2008; RODRIGUES e RONDINA, 2013;
CHANJULA et al., 2014) (Figura 3).

ALIMENTACAO A BASE DE GLICERINA

Glicerol quinase + ATP Fermentagdo ruminal

AGCC
Figado *

* Acetato, PROPIONATO, Butirato

Glicerol-3-fosfato + ADP *
Corrente sanguinea * Figado

\

Oxaloacetato (' Ciclo de Krebs
GLICOSE

GLICOSE

Figura 3. Metabolismo do glicerol no organismo animal. Fonte: Dados da pesquisa.

Apos ingestdo, cerca de 13% do glicerol destinado ao rimen se dissipa atraves da
passagem com a digesta, 44% destina-se para fermentacédo e 43% pela absorcao ocorrida
pela parede ruminal (KREHBIEL, 2008; SANTANA et al., 2015), o que serve de fonte
energética facilmente acessivel inclusive para animais em balanco energético negativo
(BEN) (FENJO, 2015).
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Em um experimento utilizando a glicerina como substituta parcial ao milho na
espécie bovina, Benedeti et al. (2015) concluiram que o coproduto do biodiesel se faz
capaz de alterar a fermentacdo ruminal aumentando a concentracdo de acidos graxos
volateis sem que a eficacia da microbiota ruminal fosse afetada. Nesse estudo, a inclusao
de glicerina proporcionou um aumento dos precursores glicogénicos e efetivamente
substituiu o milho em até 30% na dieta.

De acordo com Meneses (2017), o metabolismo do glicerol no organismo de
animais ruminantes ainda ndo foi elucidado devido aos variados fatores intrinsecos

capazes de interferir sua aplicabilidade.

4.7 Minerais

Os minerais sdo definidos como biomoléculas inorganicas essenciais, que
possuem funcBes estruturais, fisiologicas, cataliticas e regulatérias. Sdo capazes de
produzir componentes estruturais de tecidos e 6rgdos, suprir fluidos e tecidos, a fim de
manter a estabilidade eletrolitica, catalisar os sistemas enzimaticos e endocrinos e atuar
na regularizacdo da replicacéo e diferenciacio celular (SUTTLE, 2010; GONZALEZ e
SILVA, 2019).

Eles sdo categorizados em macrominerais, mais abundante no organismo, e
oligoelementos (intitulados também como minerais traco ou microminerais) que se
apresentam em quantidades bem menores, constituindo apenas 0,3% da totalidade
mineral. Fazem parte do grupo de macrominerais o calcio (Ca), fosforo (P), potassio (K),
sodio (Na), enxofre (S), cloro (Cl) e magnésio (Mg). Pertencente ao grupo dos
microminerais tém-se Cu, Zn, iodo (1), selénio (Se), ferro (Fe), Co, Mn, Mo, fluor (F) e
Cr, e ainda correspondente a uma minuscula fracdo, o As, boro (B), Pb, litio (Li), Ni,
silicio (Si), estanho (Sn) e vanadio (V) (GONZALEZ e SILVA, 2019).

Suttle (2010) determina que para o0 organismo animal 0os minerais que cumprem
funcbes essenciais séo o Ca, P, Mg, K, Na, Cl, S, I, Fe, Cu, Co, Mn, Zn e Se. Alguns
minerais sdo classificados como ocasionalmente benéficos por serem essenciais, mas em
concentragédo baixas, como o B, Cr, Li, Mo, Ni, rubidio (Rb), Si, V.

Os metais potencialmente toxicos, também nominados como “pesados”,
participam do ecossistema e de itens que fazem parte do cotidiano, sua propagacao ocorre
por sedimentacdo atmosférica, residuos industriais e agropecudrios, dentre outras

inimeras possibilidades, afetando o solo, agua e conseguinte a sanidade humana e animal
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(SOUZA et al., 2009). Esse termo expande-se para metais, semi-metais e até ndo metais,
elementos poluentes os quais possuam uma densidade maior que 6 g/c® (MARCOLINO,
2014). O Ar, Cd, Pb, F e o mercurio (Hg) séo considerados toxicos, porém podem exercer

também fungbes importantes ao organismo com exce¢do do Hg (SUTTLE, 2010).

4.7.1 Metais encontrados na glicerina bruta

Os compostos inorganicos constituem todo o processo produtivo de biodiesel,
predominantemente atraves dos catalisadores como forma residual. Na tabela de
especificacdo do biodiesel fornecida pela Resolucdo Agéncia Nacional Do Petroleo, Gas
Natural e Biocombustiveis — ANP n° 4, de 02/02/2010 apenas alguns elementos quimicos
sdo citados junto ao seu limite maximo, a concentracdo maxima permitida para a soma de
Ca + Mg deu-se o equivalente a 5 mg/kg, referente a adi¢cdo de Na + K o valor de 5 mg/kg,
para P de 10 mg/kg e para S denominou-se 50 mg/kg (ANP, 2018). A concentracao desses
metais e ndo metal sofrem influéncia de muitas variaveis, como por exemplo a qualidade
do solo e modo de armazenamento do produto. A matéria-prima utilizada na formacéao do
biocombustivel € um importante fator na determinacéo desses elementos (CHAVES et
al., 2010; CHAVES, 2012).

Em um trabalho realizado por Lisboa et al. (2014) foi realizado a determinacéo
elementar por espectrometria de emissdo Optica com plasma presentes no biodiesel, com
a matéria-prima relativa a 6leo de soja, a fim de apresentar procedimentos alternativos

com amostra emulsionada (Tabela 1).

Tabela 1. ConcentracBes de oligoelementos obtidas através de amostra de biodiesel

derivado do 6leo de soja

Elemento quimico Concentracéo (mg/kg)
Cu < 0,008
Fe < 0,006
Mn <0,001

Fonte: Adpatado através de Lishoa et al. (2014).

Em uma pesquisa realizada por Shin et al. (2012) com objetivo de determinar a

eficiéncia na substituicdo parcial de glicerina bruta por ingredientes concentrados na
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alimentacdo de vacas, verificou-se a composi¢do quimica do coproduto incluindo os

microminerais pertencentes (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdes de oligoelementos obtidas através de amostra de glicerina

derivada do 6leo de soja

Elemento quimico Concentracéo (mg/kg)
Cu 1
Fe 11
Mn 1
Zn 3

Fonte: Adaptado através de Shin et al. (2012).

Lage et al. (2014) trabalharam com glicerina bruta proveniente de éleos vegetais
de mamona, soja, algodao e girassol produzida no estado da Bahia por via metilica em
um estudo objetivando a inclusdo na dieta alimentar de cordeiros em confinamento
(Tabela 3).

Tabela 3. Concentracdes de oligoelementos obtidas através de amostra de glicerina

derivada de 6leos vegetais de mamona, soja, algodao e girassol

Elemento quimico Concentracéo (mg/kg)
Cu 5,6
Cr 1,2
Ni 5,9
Pb 0,3
Zn 52

Fonte: Adaptado através de Lage et al. (2014).

Em uma pesquisa realizada por Caixeta (2014), foram analisadas as caracteristicas
fisicas e quimicas da glicerina bruta obtida a partir da transesterificagdo homogénea de
oleo residual com metanol e hidréxido de sodio (NaOH) como catalisador, dentre elas os
metais essenciais e toxicos. O local de producéo do biodiesel pertencia ao estado de Minas

Gerais. Na Tabela 4 pode-se observar os valores dos metais encontrados na analise.



33

Tabela 4. Valores médios das concentracbes de oligoelementos obtidas através de
amostra de glicerina derivada do 6leo de soja

Elemento quimico Concentracéo (mg/kg)
Cu 0,78 £0,21
Fe 33,25+6,31
Mn 192+0,12
Zn 1,60 + 0,46
Cd 0,02 +0,02
Cr 0,51+0,45
Pb 0,10 +£0,10
Mo 0,14 + 0,09
Ni 0,33+0,02

Fonte: Adaptado através de Caixeta (2014).

4.8 Decomposicdo de amostras bioldgicas por intermédio de radiagcdo micro-

ondas

A aplicacdo da radiacdo micro-ondas abrange por completo as areas da quimica
analitica, desde os processos de digestdo por vias Umida ou seca, extracao e sistema de
combustdo, além disso possibilita uma decomposicdo mais veloz e com maior segurancga.
Os processos metabdélicos podem ser esclarecidos através do seu uso por determinacédo de
elementos quimicos da tabela peridédica em fluidos biol6gicos, o que auxilia na ampla
pesquisa médica (KRUG e ROCHA, 2019).

Os equipamentos mais recentes atuam com mecanismo de temperatura e presséo
elevadas, com o objetivo de decompor amostras, atingindo 300°C e 100 Bar, a
aplicabilidade satisfatoria provém das reagGes quimicas em circunstancias ideais
envolvendo essas ferramentas. A termometria, termologia que estuda a temperatura e
formas de medicao, propicia a afericdo desses fatores do sistema amostra-acido, a fim de
controlar as fases do processo de decomposicdo e determinar experimentalmente a
duracdo e poténcia para cada momento do programa por micro-ondas para completa
destruicdo do material a ser analisado. Esses sistemas de digestdo de amostras sdo

categorizados em mono-modos, multimodos e hibridos. O sistema multimodo dispersa
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radiagdo em uma cavidade a qual possui numerosos frascos digestores (LEE, 2003;
KRUG e ROCHA, 2019).

Solugdes reagentes, como o &cido nitrico (HNO3), séo usadas na oxidacéo de
amostras organicas, embora possuam relativamente um baixo potencial oxidante devido
a necessidade de oxigénio (O2) no interior do tubo digestor e do gradiente de temperatura
por volta dos tubos. A atmosfera € 0 meio mais facil de se obter o Oz essencial para que
ocorra a reacdo, mas ha artificios de intensificacdo para esse procedimento como a
utilizagédo do perdxido de hidrogénio (H202), que também permite a redugdo do reagente
HNOs através da sua diluicdo. Por fim, uma etapa de diluigdo faz-se necessaria apos a
realizacdo da acdo de digerir para que se obtenha eficiéncia na quantificagdo dos
analiticos (LEE, 2003; CASTRO, 2007; KRUG e ROCHA, 2019).

4.9 Determinacdo de metais por espectrometria de emissdo Optica com

plasma indutivamente acoplado

A utilizacéo para quantificacdo de elementos quimicos através da espectrometria
de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) tem seu uso
variavelmente direcionado, desde a mensuracao da repercussao ambiental a avaliacdo da
salide humana e animal (BUTCHER, 2010). Atua através da estimulacdo da temperatura
dos metais até que se atinja um estado de alta energia, a medida que retornam a estados
de energia mais baixos liberam luz em comprimento de onda respectivo ao elemento
quimico (BOUTAKHRIT et al., 2005).

A fonte de energia responsavel pela excitacdo dos atomos e ions regularmente
usados na emissdo Optica é o plasma acoplado indutivamente (ICP), o atingimento de
temperaturas por radiacdo ou por descarga elétrica promove sua efetividade (SNEDDON
e VICENT, 2008; HOLLER et al., 2009).

A formacdo do plasma ocorre por intermédio de um gas parcialmente ionizado,
como exemplo tém-se o nitrogénio (N) e o argonio (Ar), que € utilizado mais comumente.
O processo de formacao do plasma acontece quando o Ar ultrapassa pela tocha de quartzo
e proporciona uma descarga elétrica de uma fonte de Tesla iniciando a ioniza¢do do gas
(TREVIZAN e NOBREGA, 2007). Ocorre uma aceleracdo nos elétrons produzidos se
transferem colidindo com os atomos e produz mais energia ao gas, dando inicio ao
desenvolvimento (GUINE, 1998). Os elétrons absorvem energia para que a temperatura
no plasma seja mantida (MONTASER e GOLIGHTLY, 1992; HARRIS, 2003).
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Como beneficios dessa ferramenta tém-se a quantificacdo de variados elementos
de modo 4gil, técnica amplamente difundida para analise de elementos traco e também a
praticidade de que apenas uma curva analitica seja capaz de cobrir uma extensa faixa de
concentracdo para a analise de amostras distintas (LUKAS, 1993; CHAVES, 2012).
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5. MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi submetida e aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), sob o numero de licenca 059/2016, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

5.1 Local do experimento, animais, tratamentos e delineamento experimental

O experimento ocorreu no setor de caprinocultura do Departamento de Zootecnia
(DZ) da UFRPE, localizada na regido Metropolitana da cidade do Recife, localizada entre
as coordenadas 08°01°15,1”’S e 34°56°3,2”W, regido Metropolitana da cidade do Recife,
apresentando clima (tipo As’ ¢ Ams’ classificacdo climatica de Koppen) quente e umido,
com precipitacdo acima de 1000 mm e temperatura média do ar sempre superior a 18° C
e umidade relativa do ar alta, com variacdo de 79,2 a 90,7 % nos meses com maior
ocorréncia de chuvas (abril a julho), podendo chegar até 100%.

Foram selecionados 16 caprinos da raga Saanen, fémeas, em fase de lactacdo com
peso corporal médio de 50 kg e producdo média de 2,5 kg/leite/dia. Os animais foram
distribuidos em quatro quadrados latinos e aleatoriamente nos tratamentos com diferentes
niveis de glicerina bruta, sendo tratamento GO - controle sem adicdo de glicerina,
tratamento G5 - 5% de glicerina na matéria seca da dieta, tratamento G10 - 10% de
glicerina na matéria seca da dieta e tratamento G15 - 15% de glicerina na matéria seca da
dieta. A glicerina bruta, originada por transesterificacdo com 06leo de algoddo como
matéria-prima, utilizada neste experimento foi doada pelo Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE).

Os animais foram identificados, pesados e tratados contra ectoparasitas e
endoparasitas. Posteriormente, foram alojados em instalacdes higienizadas sob manejo
uniforme em galpao coberto com telhas de barro, mantidos individualmente, confinados
em baias de madeira, suspensas a 60 cm do solo, com piso ripado medindo 1,10 x 1,20
m, providas de comedouro e bebedouro. O galpédo era higienizado duas vezes ao dia,
utilizando &gua corrente e clorada (Figura 4).

As dietas foram calculadas de acordo com o NRC (2007) para satisfazer as
exigéncias nutricionais de cabras em lactacdo, pesando em média 50 kg e média de
producdo de 2,5 kg de leite/dia (Tabela 5).
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Figura 4. Baias individuais suspensas identificadas no Departamento de
Zootecnia — UFRPE. Fonte: Dados da pesquisa.

5.2 Manejo

5.2.1 Manejo alimentar

O experimento teve inicio 30 dias ap0s o parto das fémeas, ao qual iniciaram pelo
periodo de adaptacdo de 14 dias. Posteriormente foram distribuidas aleatoriamente nos
tratamentos (Tabela 5). Os animais foram avaliados durante 76 dias, divididos em quatro
periodos de 19 dias (14 dias de adaptacdo e cinco dias de coleta de dados e amostras). As
pesagens dos animais foram realizadas no inicio e final de cada periodo experimental.

As sobras foram pesadas a cada manhd, sendo ajustada em funcéo do consumo do
dia anterior, permitindo-se sobras de 15%. Agua limpa foi disponibilizada & vontade
durante todo o periodo experimental. O consumo de matéria seca e demais nutrientes foi
calculado pela diferenga entre as quantidades ofertadas e as sobras.

Durante os periodos de coletas foram retiradas uma amostra correspondente a 10%
do total das sobras por animal para o procedimento de pré-secagem em estufa de
circulacdo forcada a 60+5°C, por 72 horas. Em seguida, as amostras de sobras e
ingredientes utilizados na confeccdo das ragcdes foram moidos em moinho tipo Willey,

com peneira de crivo 2 mm e posteriormente a 1mm, entdo formada uma amostra
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composta, por animal e por periodo, para anélises no laboratorio de Nutricdo Animal do

Departamento de Zootecnia da UFRPE.

Tabela 5. Proporc¢éo dos ingredientes e composic¢ao quimico-bromatologica estimada das

dietas experimentais, com base em dados tabelados.

Ingredientes (%0)

Niveis de Glicerina Bruta (%)

0 5 10 15
Feno de Tifton 40,00 39,00 38,00 37,00
Milho Gréo 44,00 39,00 34,00 29,00
Farelo de Soja 12,50 13,70 14,90 16,10
Glicerina Bruta 0,00 5,00 10,00 15,00
Suplemento Mineral? 2,50 2,50 2,50 2,50
Sal Comum 1,00 0,80 0,60 0,40
Total 100 100 100 100
Matéria Seca 87,53 86,88 86,23 85,58
Matéria Orgéanica 91,42 91,08 90,74 90,41
Matéria Mineral 5,03 5,29 5,54 5,50
Proteina Bruta 15,34 15,37 15,43 15,51
Extrato Etéreo 2,12 3,19 4,27 5,34
Fibra em Detergente Neutro? 49,20 47,49 46,75 45,83
Carboidratos N&o Fibrosos 29,08 28,60 28,35 27,92

INiveis de garantia (nutrientes/kg): Calcio-150g; Enxofre-12g; Fésforo-65g; Magnésio-6.000mg; Sodio-
107g; Cobre- 100mg; Cobalto-175mg; Ferro-1000mg; Fldor m&ximo-650mg; lodo-175mg; Manganés-
1440mg; Selénio-27mg e Zinco- 6000mg. 2Fibra em Detergente Neutro foi corrigida para cinzas e

proteinas.

O consumo de matéria seca e demais nutrientes foi calculado pela diferenca entre

as quantidades ofertadas e as sobras. As determinacdes de matéria seca (MS), matéria

mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) foram obtidos conforme

metodologia de Detmann et al. (2012). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e

fibra em detergente acido (FDA) foram determinados segundo metodologia descrita por

Van Soest et. al. (1991), e adaptada por Mertens (2002).

Para determinacdo de carboidratos totais (CHO), conforme metodologia de

Sniffen et al. (1992), as fragdes foram consideradas como: carboidratos fibrosos (CF),

considerados como FDNcp; carboidratos ndo-fibrosos (CNF) obtidos pela subtracdo da
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FDNcp por CHO; e a fracdo C, obtida pela FDN indigerivel, apds 240 horas de incubacgao
in situ, conforme descrito por Casali et. al. (2008).

5.2.2 Manejo de ordenha

Todas as ordenhas foram realizadas diariamente duas vezes ao dia, as 6h e as 14h,
de manualmente pelo mesmo ordenhador durante todo o experimento, as quais davam-se
inicio ap6s a higienizacdo e desinfeccdo dos tetos com agua corrente e sabdo neutro
seguido da solucédo pré-dipping e pds-dipping com iodo glicerinado a 2%.

O leite de cada cabra era retirado em um recipiente plastico individual e
identificado, posteriormente peneirado e armazenado em leiteira plastica e encaminhado
para refrigeracdo. Ao final da segunda ordenha diéria, eram realizadas as compostas do
produto individual colhido no periodo da manhd e da tarde, assim como a mistura do leite
dos animais que equivaliam ao mesmo tratamento. Apds a colheita de amostras o leite foi

destinado a producéo do queijo tipo coalho e o restante para consumo humano.

5.3 Colheita de amostras

Apbs a finalizacdo de cada ciclo do experimento, nos quatro momentos (C1, C2,
C3 e C4), foram colhidas amostras de sangue, urina e leite de todos os animais,

respectivamente (Figura 5).

5.3.1 Colheita de sangue

Amostras de sangue foram realizadas por venopunc¢do da jugular externa com a
utilizacdo de agulha hipodérmica em sistema a vécuo, utilizando-se tubos a vacuo
siliconizados (Vacutainer®) sem anticoagulante para obtencdo do soro sanguineo. Os
tubos foram posicionados em angulo de 45 graus para retracdo do coagulo, quando, em
seguida, foram submetidos a centrifugacdo a 3.500 rpm, por 15 minutos, para obtencao
do soro sanguineo. Imediatamente apds, amostras de soro foram aliquotados em
microtubos conicos de polipropileno (Eppendorf®), com capacidade para 2,5 mL, e

armazenadas a temperatura de -20°C até as os procedimentos analiticos.
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5.3.2 Colheita de urina

Cinco horas ap6s o fornecimento da dieta da manhd, a urina foi obtida por micgéo
espontanea em coletores de urina de 50 mL e, posteriormente, as amostras foram
transferidas para tubos coletores conicos de polietileno (Falcon®) de 15 mL,
acondicionadas em ambiente isotérmico. No laboratdrio, as amostras foram distribuidas
em microtubos cénicos de polipropileno (Eppendorf®), com capacidade para 2,5 mL, e

armazenadas a temperatura de -20°C até o periodo dos processamentos.

5.3.3 Colheita de leite

Apds as duas ordenhas diarias, o leite correspondente ao mesmo individuo foi
obtido, homogeneizado, acondicionado em tubos coletores conicos de polietileno
(Falcon®) de 15 mL e acomodados em ambiente isotérmico. No laboratorio as amostras
foram distribuidas em microtubos coénicos de polipropileno (Eppendorf®), com
capacidade para 2,5 mL, e armazenadas a temperatura de -20°C até o periodo dos

processamentos.

5.3.4 Colheita de queijo tipo coalho

Os queijos tipo coalho foram preparados pelo Departamento de Zootecnia —
UFRPE sete dias ap0s cada colheita de leite. O processo de producédo do queijo constituiu-
se pelas etapas de filtracdo do leite, adi¢do de coalho, coagulacdo, corte da coalhada,
mexedura, dessoragem, enformagem, prensagem e salga. Foram produzidos um queijo
para cada tratamento (GO, G5, G10, G15) nos quatro momentos de coleta, totalizando 16
queijos.

Foram aferidos em balanca analitica 20 g de queijo tipo coalho, de cada queijo
produzido em tubos coletores conicos de polietileno (Falcon®) com capacidade para 50
g. Os recipientes utilizados como forma de armazenamento foram identificados

previamente e armazenados em freezer a temperatura de - 20°C.



Figura 5. Momentos das coletas de sangue, urina, leite e queijo de coalho. Fonte: Dados

da pesquisa.

5.4 Eficiéncia da digestéo

Antes da definicdo do método de digestdo, realizam-se testes com uma amostra
de cada origem para avaliar a eficiéncia do procedimento de decomposicdo. A eficiéncia
da reacdo digestiva por micro-ondas foi ponderada mediante ao resultado do teor de
carbono residual (RCC - Residual Carbon Content), que é determinado como a
porcentagem de carbono remanescente na amostra posteriormente a acdo de
decomposicdo em relagdo ao teor original de carbono na amostra anterior a digestéo
(KRUSHEVSKA et al., 1992; GOUVEIA et al., 2001).

A utilizacdo de espectrofotometria mensurou o carbono organico original e
residual nas amostras. Foram realizadas alteraces no método de digestdo (massa de
amostra, tempo e temperatura de digestdo) até que valores adequados de RCC fossem
obtidos.

A quantificacdo dos teores de carbono originais e remanescentes foi realizada
com espectrofotbmetro de absor¢do molecular UV-visivel (DR/2010, Hach, EUA) com
uma célula de 13,5 mm de caminho éptico, monitorando o comprimento de onda de 620
nm. Ocorreu-se por meio de uma adaptacdo do método empregado por Krushevska et al.
(1992), onde uma aliquota de 1 mL (solucdo ou suspenséo) ou 6 mg de amostra (solida)

foi transferida diretamente para tubos de ensaio com rosca (Hach, EUA).



42

Foram entdo adicionados 1,5 mL de dicromato de potéssio (K2Cr.07) (50 g L-
1) e 2,5 mL de &cido sulfarico (H2SO4) concentrado. Os tubos foram fechados e
homogeneizados em agitador de tubos (tipo vortex) (Q-220B2, Quimis, Brasil) e depois
levados para um bloco digestor (Spectroquant TR 420, Merck, Alemanha) a 150°C por 2
h. Com a amostra em temperatura ambiente, a absorbancia foi medida no comprimento
de onda de 620 nm usando o proprio tubo como uma cubeta.

A concentracdo de carbono foi estimada usando uma curva analitica
previamente preparada. Quando o teor de carbono era muito alto, a amostra era diluida
(solucdo ou suspensdo) ou utilizada em massas inferiores a 6 mg (sélido).

Apo0s varios testes com utilizacdo de volume/peso de amostras e reagents o
protocolo foi escolhido de acordo com a eficiéncia na decomposicdo de cada origem

amostral.

5.5 Digestao &cida assistida por radiacdo micro-ondas

As amostras foram preparadas antes da quantificacdo dos minerais, passando
por digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas (Figura 6). As solugdes de branco
analitico foram realizadas em triplicata e passaram por todas as etapas de preparo das
amostras, porém na auséncia amostra.

As amostras colhidas e armazenadas referentes a soro sanguineo, urina, leite,
queijo tipo coalho e glicerina foram transportadas para processamento ao Centro de Apoio
a Pesquisa (CENAPESQ).

PROVECTO ANALITICA

Pt A
p M

Figura 6. A. Microondas Multiwave 3000 Anton Paar®. B. Microondas Provecto
Analitica DGT 100 Plus®. C. Espectrémetro ICP-OES Agilent 5100®.
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5.5.1 Amostras de soro sanguineo

As digestdes das amostras de soro sanguineo seguiram o padrao de processamento
assistido por radiagcdo micro-ondas realizado pelo equipamento Multiwave 3000 Anton
Paar®, em frascos digestores de perfluoroalcoxi (PFA). O programa registrado
apresentava quatro etapas com poténcia e pressdo maxima respectivamente equivalente a
600 W e 0,5 bar, e variacdo de tempo e temperatura (etapa 1: dez minutos — 100° C, etapa
2: dois minutos — 140° C, etapa 3: dez minutos — 100° C, etapa 4: cinco minutos — 30° C),
totalizando 27 minutos.

Foram pipetadas 2 mL de cada amostra de soro em um tubo individual. As
solucdes usadas para obtencdo da reacdo digestiva foram 3 mL de acido nitrico (HNO3 a
65% PA), 2 mL de peroxido de hidrogénio (H202 35% PA) e 5 mL de agua ultrapura,
respectivamente nessa ordem, aos quais foram pipetadas respectivamente nessa ordem
apos a introducdo da amostra.

Os frascos digestores permaneceram fechados por 30 minutos fora do digestor
para seu total resfriamento. Seguido a abertura dos frascos, as solu¢@es foram repassadas
individualmente em tubos coletores conicos de polietileno (Falcon®) com capacidade
para 15 mL, diluidos com &gua ultrapura (Milli-Q®) até sua capacidade méxima e
acondicionados em geladeira a temperatura de 6° C para conseguinte leitura.

As digestbes das amostras de soro foram realizadas no Laboratorio de Doencas
Metabdlicas e Nutricionais localizado no Centro de Estudos Avancados em Caprinos e
Ovinos do Departamento de Medicina Veterinaria (LDMN/DMV) da UFRPE.

5.5.2 Amostras de urina e leite

A decomposicdo das amostras de urina e leite seguiram o padrdo de
processamento assistido por radiagdo micro-ondas realizado pelo equipamento Provecto
Analitica DGT 100 Plus®, utilizando tubos de politetrafluoretileno modificado (TFM),
com o programa registrado em quatro etapas em poténcias diferentes, totalizando 21
minutos (etapa 1: cinco minutos — 330 W, etapa 2: cinco minutos — 660 W, etapa 3: quatro
minutos — 900 W, etapa 4: sete minutos — 0 W).

Foram pipetadas 2 mL de cada amostra em um tubo individual. As solugfes usadas
para obtengdo da reacdo digestiva foram 3 mL de &cido nitrico (HNO3 a 65% PA), 2 mL

de perdxido de hidrogénio (H202 35% PA) e 5 mL de agua ultrapura, respectivamente



44

nessa ordem, aos quais foram pipetadas respectivamente nessa ordem apés a introdugao
da amostra.

Os frascos digestores permaneceram fechados por 30 minutos fora do digestor
para seu total resfriamento. Seguidamente a abertura foram armazenados individualmente
em tubos coletores cénicos de polietileno (Falcon®) com capacidade para 15 ml, diluidos
com agua ultrapura (Milli-Q®) até sua capacidade maxima e acondicionados em
geladeira a temperatura de 6° C para conseguinte leitura.

As digestdes da urina foram realizadas no laboratdrio de Quimica Analitica do Centro
de Apoios a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

5.5.3 Amostras de queijo tipo coalho

A decomposicdo das amostras de queijo de coalho seguiram o padrdo de
processamento assistido por radiagdo micro-ondas realizado pelo equipamento Provecto
Analitica DGT 100 Plus®, utilizando tubos de politetrafluoretileno modificado (TFM),
com o programa registrado em quatro etapas em poténcias diferentes, totalizando 21
minutos (etapa 1: cinco minutos — 330 W, etapa 2: cinco minutos — 660 W, etapa 3: quatro
minutos — 900 W, etapa 4: sete minutos — 0 W).

Em balanca analitica, foram aferidos aproximadamente 0,5 g de cada amostra em
um tubo individual. As soluc¢des usadas para obtencdo da reacdo digestiva foram 3 mL de
acido nitrico (HNOs a 65% PA), 2 mL de perdxido de hidrogénio (H20235% PA) e 5 mL
de &gua ultrapura, respectivamente nessa ordem, aos quais foram pipetadas
respectivamente nessa ordem ap0s a introducdo da amostra.

Os frascos digestores permaneceram fechados por 30 minutos fora do digestor
para seu total resfriamento. Seguidamente a abertura foram armazenados individualmente
em tubos coletores cénicos de polietileno (Falcon®) com capacidade para 15 ml, diluidos
com agua ultrapura (Milli-Q®) até sua capacidade maxima e acondicionados em
geladeira a temperatura de 6°C para conseguinte leitura.

As digestdes do queijo tipo coalho foram realizadas no laboratério de Quimica
Analitica do CENAPESQ — UFRPE.



45

5.5.4 Amostra de glicerina bruta

A decomposicdo das amostras de glicerina seguiram o padrao de processamento
assistido por radiacdo micro-ondas realizado pelo equipamento Provecto Analitica DGT
100 Plus®, utilizando tubos de politetrafluoretileno modificado (TFM), com o programa
registrado em quatro etapas em poténcias diferentes, totalizando 21 minutos (etapa 1:
cinco minutos — 330 W, etapa 2: cinco minutos — 660 W, etapa 3: quatro minutos — 900
W, etapa 4: sete minutos — 0 W). As digestbes da glicerina bruta foram realizadas no
laboratério de Quimica Analitica do Centro de Apoios & Pesquisa do CENAPESQ -
UFRPE (Figura 7).

Em balanca analitica, foi aferida aproximadamente 0,5 g da amostra de glicerina
bruta em um tubo individual. A solucdo usada para obtencdo da reacédo digestiva foi 5 mL
de &cido nitrico (HNOz a 65% PA), aos qual foi pipeta apds a introducdo da amostra.

O frasco digestor permaneceu fechado por 30 minutos fora do digestor para seu
total resfriamento. Seguidamente a abertura foi armazenado individualmente em um tubo
coletor cénico de polietileno (Falcon®) com capacidade para 15 ml, diluido com agua

ultrapura (Milli-Q®) para conseguinte leitura (Tabela 6).

Figura 7. Acondicionamento da glicerina bruta nos recipientes plasticos prontos para
consumo animal.
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Tabela 6. Concentragdo e limites de deteccdo dos metais essenciais e toxicos da glicerina
bruta, derivada do 6leo de algodao, obtida e utilizada nas dietas dos animais

Elemento  Concentracdo Limite de Deteccao

guimico (mg/Kg) (mg/kg)
Al 1,50 1,20
Cd 0,03 0,015
Co <0,06 0,056
Cr 0,16 0,034
Cu 1,40 0,11
Fe 29,00 1,00
Mn 0,36 0,016
Mo < 0,085 0,085
Ni <0,66 0,66
Pb < 1,800 <1,80
Zn 10,40 3,70

5.6 Determinacéao dos limites de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD)

Para a determinacdo dos limites de quantificacdo (LQ) e de deteccdo (LD) do
método foram preparados 10 brancos analiticos seguindo o procedimento de digestdo
estabelecido para cada amostra. O limite de deteccédo € definido como 3 X DPgranco/a € 0
limite de quantificagdo como 10 X DPgranco/a, sendo “DPgranco” 0 desvio-padrdo do sinal
analitico do branco (n = 10) e “a” o coeficiente angular da curva analitica (Analytical
Methods Committee, 1987). Apenas foram expressos e discutidos neste trabalho os
valores de concentracao que ficaram acima do limite de deteccéo.

5.7 Determinacdo de metais

As amostras a serem determinadas passaram por uma etapa de inspecéo e filtragéo
com uso de papel filtro quantitativo (25 mm x 0,45 um x 170 um). Os metais Al, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Zn foram quantificados a partir de um espectrdmetro de

emissdo Optica por plasma acoplado indutivamente ICP-OES Agilent 5100®.
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Foram utilizadas as condigdes operacionais expressas na Tabela 7. As seguintes
linhas de emissdo (nm), em vista axial de plasma, foram monitoradas: Al |1 396,152, Cd
11 214,439, Co Il 228,615, Cr 11 267,716, Cu | 327,395, Fe Il 238,204, Mn 11 257,610,
Mo 11 202,032, Ni 1l 231,604, Pb 1l 220,353 e Zn | 213,857. O argdnio com pureza
minima de 99,999% (Messer Gases, Brasil) foi utilizado nas determina¢des do ICP-OES

para geracao de plasma, nebulizacdo e gas auxiliar.

Tabela 7. Parametros utilizados na analise ICP-OES

Parametros instrumentais ICP-OES
Poténcia de radiofrequéncia (W) 1200
Vazao de gas de plasma (L min-1) 12
Vazdo de gés auxiliar (L min-1) 1,0
Vazdo de gas nebulizador (L min-1) 0,7
Tempo de descarga (S) 10
Tempo de atraso (s) 15
Nebulizador Concéntrico
Cémera de pulverizacao Ciclonica

Uma solucdo-mée de ftalato acido de potassio - KHP (Merck, Alemanha)
contendo 10000 mg L de carbono foi preparada e, a partir dela, solugdes padrdo de
calibracdo foram feitas na faixa de 50 - 3200 mg L de carbono. A curva analitica
multielementar foi preparada a partir de solucdes monoelementares dos analitos Al, Cd,
Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Zn (Specsol, Brasil), Co, Mo, (SCP Science, Canada) e Ni (Inorganic
Ventures, EUA) na concentragdo de 1000 mg L.

As seguintes concentragdes da solucdo de calibracdo padréo foram aplicadas no
preparacéo das curvas analiticas: 0,5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg L (Al, Fe); 0,05, 1, 2, 3, 4
e 5mg L* (Cu, Mn, Zn); 0,005, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ¢ 0,5 mg L (Cr, Ni, Pb); 0,001, 0,02,
0,04, 0,06, 0,08 e 0,1 mg L (Cd, Co, Mo). As solugBes foram preparadas em meio de
HNO3 a 5% (v/v) para aumentar sua estabilidade, evitando a precipitacdo e adsor¢ao dos
analitos nos recipientes.

As quantificacdes dos metais foram realizadas no laboratério de Quimica
Analitica do Centro de Apoio a Pesquisa da UFRPE (CENAPESQ/UFRPE).
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5.8 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e regressdo, observando a
significancia dos modelos linear, quadratico, cubico, utilizando-se o procedimento
General Linear Models (GLM) do programa Statistical Analysis System (SAS Institute,
2009). As médias foram comparadas pelo Teste de Student-Newman-Keuls (P<0,05).

Realizou-se também andlise de correlacdo de Pearson entre pares de variaveis. A
significancia obtida na correlagéo linear foi avaliada ficando estabelecido que exista uma
correlacdo de alta intensidade entre as varidveis com r > 0,60; média intensidade com
0,30 <r < 0,60; e de baixa intensidade com r < 0,30. O nivel de significancia obtido para

todas as correlacdes foi de p < 0,05.
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6. RESULTADOS

Estudo da analise de regressao

N&o houve influéncia dos niveis de glicerina bruta, em substituicdo do milho, na
dieta de cabras leiteiras com relacdo as concentracdes sericas dos metais Cu, Fe, Zn e Mn.
As concentracdes sericas de Co, Mo, Cr, Al, Cd, Ni e Pb estiveram abaixo do limite de
deteccdo, de modo que ndo foram expressos seus respectivos niveis de P<F da analise de

regressao (Tabela 8).

Tabela 8. Valores médios da concentracdo de metais essenciais e tdxicos no soro

sanguineo de cabras que receberam diferentes niveis de glicerina bruta na dieta

Metais Niveis de Glicerina da Dieta (%) Tipo de Efeito P>F Média

(mg/L) 0 5 10 15 Lt Q> c Geral
Cu 0,94 1,00 0,94 0,92 ns ns ns 0483 0,95
Fe 1,23 1,50 1,65 1,45 ns ns ns 08657 1,46
Zn 1,05 2,01 1,28 1,52 ns ns ns 06672 147
Co <LD <LD <LD <LD - - - - -
Mn 0,02 0,02 0,03 0,02 ns ns ns 08556 0,02
Mo <LD <LD <LD <LD - - - - -
Cr <LD <LD <LD <LD - - - - -
Al <LD <LD <LD <LD - - - - -
Cd <LD <LD <LD <LD - - - - -
Ni <LD <LD <LD <LD - - - - -
Pb <LD <LD <LD <LD - - - - -

!Linear; 2Quadratico; *Cubico; ns = ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade; <LD = Limite de deteccéo;
LD Cu =0,0071 mg/L; LD Fe= 0,067 mg/L; LD Zn = 0,074 mg/L; LD Co= 0,024 mg/L; LD Mn=0,0023 mg/L;
LD Mo = 0,028 mg/L; LD Cr= 0,014 mg/L; LD Al= 1,30 mg/L; LD Cd= 0,017; LD Ni= 0,020 mg/L; LD Pb=
0,080 mgl/L.

N&o houve influéncia dos niveis de glicerina bruta, em substituicdo do milho, na
dieta de cabras leiteiras com relacdo as concentragdes urinarias dos metais Cu, Zn, Mn,

Mo, Cr e Al. As concentragdes urinarias de Fe, Co, Cd, Ni e Pb estiveram abaixo do limite
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de detecgdo, de modo que ndo foram expressos seus respectivos niveis de P<F da analise

de regressao (Tabela 9).

Tabela 9. Valores médios da concentracdo de metais essenciais e toxicos na urina de

cabras que receberam diferentes niveis de glicerina bruta na dieta

Metais Niveis de Glicerina da Dieta (%) Tipo de Efeito P>F Média

(mg/L) 0 5 10 15 L! Q? c? Geral
Cu 0,06 0,06 0,07 0,05 ns ns ns 0,6844 0,06
Fe <LD <LD <LD <LD - - - - -
Zn 0,39 0,40 0,46 0,45 ns ns ns 0,7346 0,43
Co <LD <LD <LD <LD - - - - -
Mn 0,03 0,02 0,03 0,02 ns ns ns 0,4040 0,03
Mo 0,16 0,26 0,18 0,19 ns ns ns 0,3358 0,20
Cr 0,06 0,04 0,05 0,05 ns ns ns 0,5934 0,05
Al 2,19 1,77 2,04 1,80 ns ns ns 0,7787 1,95
Cd <LD <LD <LD <LD - - - - -
Ni <LD <LD <LD <LD - - - - -
Pb <LD <LD <LD <LD - - - - -

Linear; 2Quadratico; *Cubico; ns = ndo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade; <LD = Limite de deteccdo; LD Cu=
0,0053 mg/L; LD Fe= 0,13 mg/L; LD Zn= 0,10 mg/L; LD Co= 0,032 mg/L; LD Mn= 0,0026 mg/L; LD Mo= 0,040 mg/L;
LD Cr=0,0092 mg/L; LD Al=0,25 mg/L; LD Cd= 0,010 mg/L; LD Ni= 0,024 mg/L; LD Pb= 0,086 mg/L.

N&o houve influéncia dos niveis de glicerina bruta, em substituicdo do milho, na
dieta de cabras leiteiras com relacéo as concentragdes lacteas dos metais Cu, Zn e Mn. A
concentracdes lacteas de Fe, Co, Mo, Cr, Al, Cd, Ni e Pb estiveram abaixo do limite de
deteccdo, de modo que ndo foram expressos seus respectivos niveis de P<F da analise de

regressao (Tabela 10).
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Tabela 10. Valores médios da concentragdo de metais essenciais e toxicos no leite de
cabras que receberam diferentes niveis de glicerina bruta na dieta

Metais Niveis de Glicerina da Dieta (%) Tipo de Efeito P>F Média

(mg/L) 0 5 10 15 Lr @ c Geral
Cu 0,14 0,13 0,11 0,13 ns ns ns 04231 0,13
Fe <LD <LD <LD <LD - - - - -
Zn 2,61 3,03 2,12 2,10 ns ns ns 0,1002 2,47
Co <LD <LD <LD <LD - - - - -
Mn 0,13 0,11 0,11 0,11 ns ns ns  0,4269 0,12
Mo <LD <LD <LD <LD - - - - -
Cr <LD <LD <LD <LD - - - - -
Al <LD <LD <LD <LD - - - - -
Cd <LD <LD <LD <LD - - - - -
Ni <LD <LD <LD <LD - - - - -
Pb <LD <LD <LD <LD - - - - -

Linear; 2Quadratico; 3Cubico; ns = no significativo ao nivel de 5 % de probabilidade; <LD = Limite de detecgéo;
LD Cu= 0,0053 mg/L; LD Fe= 0,13 mg/L; LD Zn=0,10 mg/L; LD Co= 0,032 mg/L; LD Mn= 0,0026 mg/L; LD
Mo= 0,040 mg/L; LD Cr=0,0092 mg/L; LD Al= 0,25 mg/L; LD Cd= 0,010 mg/L; LD Ni= 0,024 mg/L; LD Pb=
0,086 mgl/L.

N&o houve influéncia dos niveis de glicerina bruta, em substituicdo do milho, na
dieta de cabras leiteiras com relagdo aos metais Cu, Zn e Mn em queijos tipo coalho. As
concentracdes dos metais Fe, Co, Mo, Cr, Al, Cd, Ni e Pb nos queijos tipo coalho
estiveram abaixo do limite de deteccdo, de modo que ndo foram expressos seus
respectivos niveis de P<F da analise de regressdo (Tabela 11).
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Tabela 11. Valores médios da concentracdo de metais essenciais e toxicos em queijo tipo
coalho de cabras que receberam diferentes niveis de glicerina bruta na dieta

Metais Niveis de Glicerina da Dieta (%) Efeito P>F  Média
(mg/Kg) 0 5 10 15 L! @ ¢ Geral
Cu 0,42 1,04 0,47 0,58 ns ns ns 0,2208 0,63
Fe <LD <LD <LD <LD - - - - _
Zn 20,34 23,41 22,41 22,98 ns ns ns 02628 22,30
Co <LD <LD <LD <LD - - - - -
Mn 0,52 0,60 0,30 0,37 ns ns ns 0,1045 0,45
Mo <LD <LD <LD <LD - - - - -
Cr <LD <LD <LD <LD - - - - -
Al <LD <LD <LD <LD - - - - -
Cd <LD <LD <LD <LD - - - - -
Ni <LD <LD <LD <LD - - - - -
Pb <LD <LD <LD <LD - - - - -

!Linear; 2Quadratico; 3Cubico; ns = néo significativo ao nivel de 5 % de probabilidade; <LD = Limite de
deteccéo; LD Cu= 0,021 mg/kg; LD Fe= 0,50 mg/kg; LD Zn= 0,39 mg/kg; LD Co= 0,13 mg/kg; LD Mn=
0,010 mg/kg; LD Mo= 0,16 mg/kg; LD Cr= 0,037 mg/kg; LD Al= 1,0 mg/kg; LD Cd= 0,039 mg/kg; LD
Ni= 0,10 mg/kg; LD Pb= 0,34 mg/kg.
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Estudo de correlacéo de Pearson
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Figura 8. Representacdo grafica da analise de correlacdo entre as concentracdes sericas
de Cu com Cu urinério e Cu lacteo de cabras que receberam diferentes niveis de glicerina
bruta na dieta, sendo representadas pelas respectivas equacdes lineares, coeficiente de
correlacdo de Pearson (r) e nivel de significancia.
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Figura 9. Representacdo grafica da analise de correlagdo entre as concentracGes séricas
de Zn com Zn urinario e Zn lacteo de cabras que receberam diferentes niveis de glicerina
bruta na dieta, sendo representadas pelas respectivas equacdes lineares, coeficiente de

correlagé@o de Pearson (r) e nivel de significancia.
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Figura 10. Representacdo grafica da analise de correlacdo entre as concentragdes sericas
de Mn com Mn urindrio e Mn lacteo de cabras que receberam diferentes niveis de
glicerina bruta na dieta, sendo representadas pelas respectivas equacdes lineares,
coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e nivel de significancia.
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Figura 11. Representacdo grafica da analise de correlacdo entre as concentragdes de Cu
com Zn em queijo tipo coalho das cabras que receberam diferentes niveis de glicerina
bruta na dieta, sendo representadas pelas respectivas equacdes lineares, coeficiente de

correlacdo de Pearson (r) e nivel de significancia.
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Figura 12. Representacdo grafica da analise de correlacdo entre as concentracdes de Cu
com Mn em queijo tipo coalho das cabras que receberam diferentes niveis de glicerina
bruta na dieta, sendo representadas pelas respectivas equacdes lineares, coeficiente de

correlacdo de Pearson (r) e nivel de significancia.
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Figura 13. Representacdo grafica da analise de correlacéo entre as concentragdes de Mn
com Zn em queijo tipo coalho das cabras que receberam diferentes niveis de glicerina
bruta na dieta, sendo representadas pelas respectivas equacdes lineares, coeficiente de

correlagé@o de Pearson (r) e nivel de significancia.



56

7. DISCUSSAO

7.1. Soro sanguineo

As concentracGes sericas de Cu, Fe, Zn e Mn ndo foram influenciadas
negativamente pelos diferentes niveis de glicerina bruta na dieta das cabras (Tabela 7). A
concentracdo média de Cu (0,95 mg/L), permaneceu dentro dos limites de normalidade
citados por Underwood e Suttle (1998), ao qual para espécie em questdo citam o valor
equivalente a 0,96 mg/L; o mesmo em relacdo aos valores referenciados por Kaneko et
al. (2008), que para ovinos designaram o intervalo de 0,58 — 1,6 mg/mL. Schweinzer et
al. (2017) fazem referéncia de 0,8 + 0,2 mg/L para a espécie caprina, utilizando o ICP-
OES para determinacédo dos oligoelementos, e Gonzalez e Silva (2017) reportam valores
de 0,8 — 1,2 mg/L para ruminantes em geral.

Os teores de Fe no soro sanguineo também ndo foram influenciados
negativamente pelo acréscimo da glicerina na alimentacdo das cabras leiteiras nesse
experimento, em que média geral obtida foi de 1,46 mg/L. Underwood e Suttle (1998)
apresentaram valores entre 0,95 — 2,01 mg/L para espécie, enquanto que Schweinzer et
al. (2017), faz referéncia de 1,89 + 0,42 mg/L para caprinos, e Kaneko et al. (2008) citam
intervalo entre 0,39 — 1,55 mg/L para a espécie bovina.

A média geral da concentracdo sérica de Zn foi de 1,47 mg/L, e este valor
encontra-se concordante com referéncia feita por Gonzélez et al. (2017), com intervalo
entre 0,52 — 1,56 mg/L e acima do citado por Suttle (2010), que referencia 0,6 mg/L na
espécie ovina, bem como que Schweinzer et al. (2017), os quais referenciam de 0,6 + 0,2
mg/L, também para caprinos.

Ja em relacdo a média geral da concentragdo sérica do Mn, foi observado valor de
0,02 mg/L. Para Gonzalez e Silva (2019), o Mn € unico no sentido de que se absorve
muito pouco, ndo mais de 1% no intestino, e tem niveis sanguineos muito baixos (5 — 10
ng/mL ou 0,005 — 0,01 mg/L), referenciando este intervalo independentemente de
especies, racas e categorias animais. Ja dado de Mn sérico referenciado por Schweinzer
etal. (2017), é de 0,003 £ 0,001 mg/L para caprinos. Conforme Gonzalez e Silva (2019),
a concentracdo sanguinea de Mn ndo é considerado um bom indicador do status do
mineral, uma vez que o teor de Mn € maior nas hemacias, tornando-se preferivel medir o

Mn no sangue total para avaliar o status do Mn em animais. A absorcéo ainda pode ser



57

diminuida por niveis elevados de célcio e fosforo. Seu transporte no sangue é feito
principalmente pela transferrina e sua distribuicdo é maior em ossos, figado, rins e
pancreas (Suttle, 2010; Gonzélez e Silva, 2019).

Segundo Suttle (2010), o Mn no sangue é mais alto no bezerro recém-nascido (23
— 28 ug/L) do que na mée (15 — 17 pg/L). Segundo 0 mesmo autor, 0 Mn plasmético ndo
reflete a ingestdo de Mn em novilhos em dietas basais contendo 8 — 128 mg/kg da matéria
seca (intervalo de médias 10 — 13,5 pg/L ou 0,01 — 0,014 mg/L); considera, ainda, que
niveis marginais para caréncia de Mn varia de 0,001 — 0,002 mg/L, em ovinos. A média
observada neste estudo estd coincidente com as médias encontradas no limite superior
reportadas por Suttle (2010).

Questiona-se tais referéncias e resultados encontrados, uma vez que alguns dados
para a espécie caprina, particularmente para cabra leiteiras, sdo inexistentes. Os dados
aqui encontrados vém tornar a glicerina bruta, utilizada neste estudo, como opgéo na
alimentacdo de ruminantes, uma vez que as concentracfes dos metais essenciais
encontrados (Cu, Fe e Zn), aléem dos demais que se encontravam em concentracdes abaixo
dos limites de deteccao pelo procedimento analitico, ndo estiveram em concentrac@es que
pudessem reportar estado de atencdo para 0 manejo nutricional de cabras leiterias, que
viessem a comprometer o metabolismo e consequente desenvolvimento de distdrbios
nutricionais relacionados com metais essenciais e toxicos.

Lage (2009) trabalhou com niveis crescentes (0 a 12%) de glicerina na dieta de
ovelhas Santa Inés e concluiram que os quantificados Zn e Cu em musculo e figado ndo
possuiam capacidade téxica, ndo comprometendo a seguridade do produto utilizado na
dieta dos animais. Importante considerar esses dados que foram quantificados em figado
e musculos, uma vez que o figado que € 6rgdo estoque de metais (SUTTLE, 2010), como
os que foram quantificados neste estudo, no soro sanguineo, faculta a indicacéo deste tipo
de produto na dieta de cabras leiteiras. Nao foi possivel encontrar dados relacionados a
composicdo sérica de oligoelementos na literatura referente a caprinos com ingestao de

glicerina bruta adicionado ao manejo alimentar.
7.2. Urina
As concentragGes urinérias de Cu, Zn, Mn, Mo, Cr e Al ndo foram influenciadas

negativamente pelos diferentes niveis de glicerina bruta na dieta das cabras (Tabela 9).

As referéncias acerca da concentragdo de elementos tracos na urina de caprinos sao
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escassas, uma vez que dados sdo encontrados quando se trata de macrominerais. Neste
contexto, torna-se dificil a discussdo dos resultados encontrados.

Foram obtidos, no presente estudo, valores médios gerais na urina de 0,06 mg/mL
para Cu, de 0,43 mg/L para Zn, de 0,03 mg/L para Mn, de 0,2 mg/L para Mo, de 0,05
mg/L para Cr e de 1,95 mg/L para Al. Dados referenciados por Ahamad et al. (2017), os
quais realizaram estudos de analise de elementos tracos e metabolémica na urina de
bovinos e camelos por urina liofilizada submetida a cromatografia gasosa com
espectrometro de massa (GC-MS) e espectrémetro de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP—-MS), encontraram concentragdes de 0,02 mg/L para Cu, de 0,08 mg/L
paraZn, de 0,01 mg/L paraMn, de 2,66 mg/L para Cr e de 0,29 mg/L para Al em bovinos;
enguanto que ndo averiguaram o elemento Mo. Realizando contraste de dados com a
espécie bovina, verifica-se que concentracdes urinarias de Cu, Zn e Al foram maiores e a
de Cr menor, com as referéncias de Ahamad et al. (2017).

Neto et al. (2016) citaram a importancia da nutri¢cdo na alimentagéo de ruminantes
sobre o funcionamento renal, é fundamental para otimizar a utilizacdo de diferentes
ingredientes em racdes e obtencdo de bons indices produtivos e manutencao da satde
animal; e que a urina contém ureia, aminoacidos, creatinina, cidos organicos, amonia,
toxinas e sais inorgéanicos (NETO et al., 2016; AHAMAD et al., 2017).

Importante considerar a relacdo direta da concentracdo dos metais presentes na
glicerina bruta, derivada do 6leo de algoddo utilizada nas dietas dos animais (Tabela 6),
com a caracterizacao quimica dos metais na urina (Tabela 9), em que estes metais foram
excretados nas respectivas concentracdes detectadas. Os animais deste experimento
tiveram ingestdo adequada de agua, ndo tendo registro de reducdo de volume de agua
ofertada. Conforme Langhans et al. (1995) a ingestdo de dgua pelos animais, quando em
niveis satisfatdrio, é indispensavel para o processo de digestdo dos alimentos recebidos,
pela absorcdo e eliminacdo de diferentes moléculas organicas e inorganicas. Neste
contexto, a adequada ingestdo de agua foi essencial para a excre¢cdo destes metais (Cu,
Zn, Mn, Mo, Cr e Al), os quais estiveram em niveis detectaveis pelo procedimento
analitico por ICP-OES. Os metais que estiveram em concentra¢Ges abaixo do limite de
deteccdo na urina das cabras tornam, indiscutivelmente, como valores de referéncia, nas
condigdes do presente experimento, ou seja, com a glicerina bruta derivada do 6leo de
algodao.

Como os rins exercem multiplas fungGes que podem ser didaticamente

caracterizadas como filtracdo, reabsorcdo, homeostase, funcdes endocrinologica e
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metabolica (SODRE et al., 2007), mais estudos s&0 necessarios para melhor compreender
a acdo da glicerina, obtidas de diferentes fontes, no metabolismo renal de cabras leiteiras.

Também ndo foi possivel encontrar dados relacionados a determinacdo de
oligoelementos na urina em literatura referente a caprinos com ingestéo de glicerina bruta

adicionado ao manejo alimentar.

7.3. Leite de cabra

As concentragdes de Cu, Zn e Mn no leite de cabras foram aquelas detectaveis na
andlise por ICP-OES e ndo foram influenciadas negativamente pelos diferentes niveis de
glicerina bruta na dieta (Tabela 10).

A concentracdo meédia geral de Cu foi de 0,13 mg/L, de Zn foi de 2,47 mg/L e de
Mn foi de 0,12 mg/L. Os dados aqui registrados encontram-se possiveis de serem
comparados com alguns trabalhos realizados. A concentragéo de Cu obtido nesse estudo
foi semelhante ao resultado registrado por Akinsoyinu et al. (1979), os quais encontraram
concentracdo de 0,28 mg/L no leite de cabras. Baquero et al. (2011) obtiveram valor
médio de 0,10 mg/L em leite em p6 caprino desnatado pelo método de
espectroscopia do infravermelho proximo. Ja Al-Awadi e Srikumar (2001), obtiveram
valor médio de 0,27 mg/L de Cu analisado por espectrometria de absor¢cdo atdbmica em
leite bovino.

O valor médio do Zn lacteo foi semelhante ao encontrado em leite de ovelhas in
natura (2,76 mg/L) e leite caprino integral UHT (3,22 mg/L) determinados por
espectrofotdbmetro de absorcdo atdmica em forno grafite (GFAAS) citados por Bossu
(2009); Suttle (2010) reporta valor de 5,5 mg/L em leite de cabra; Moniello et al. (2005)
determinaram intervalo de 2 — 3 mg/L para o Zn em leite de ovelhas. Com os dados
apresentados verifica-se que a dieta contendo glicerina bruta proporcionou efetivo
metabolismo do Zn no organismo das cabras, uma vez que as concentra¢des encontradas
em todos os niveis estabelecidos (0 — 15%) estiveram semelhantes dos autores acima
citados.

Quanto ao Mn, o valor médio geral esta acima do descrito por Akinsoyinu et al.
(1979) em leite de cabras (0,05 mg/L) e por Al-Awadi e Srikumar (2001) em leite de
vacas (0,03 mg/L). Pereira Janior et al. (2009) encontraram média de 0,14 mg/L em leite
de bufalas criadas no estado do Paré digeridas com HNO3 e H.O2 em bloco digestor e

quantificadas por espectrometro de absorcdo atdbmica com chama. De acordo com Suttle
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(2010), esse oligoelemento se apresenta de maneira menos abundante no leite
independente da espécie (com excecdo do colostro) geralmente ndo ultrapassando o valor
de 0,1 mg/L devido a influéncias fisioldgicas, 0 que corrobora com o encontrado nesse
estudo.

Considerando que o leite € um alimento muito importante para a nutri¢gdo animal
e humana, faz-se relevante identificar seus limites maximos permitidos por agéncias
reguladoras, para que os metais ndo sejam fatores de risco para a salde de quem consome
o leite. Com base nos metais quantificados e aqueles que estiveram abaixo dos limites de
deteccdo, verifica-se que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013)
faz referéncia da concentragdo de Cu em leite fluido pronto para o consumo em 2 mg/L,
de modo que a concentracdo de Cu encontrada estd bem abaixo deste valor referenciado.
Para os metais Zn e Mn, a ANVISA néo faz registro de limite maximo a ser considerado
para esses metais no leite, independentemente de sua origem.

A ANVISA estabelece normas e padrbes sobre limites de contaminantes. Os
metais toxicos arsénio (As), Cd, Pb e estanho (Sn) em leite sdo os que tem seus limites
maximos tolerados referenciados, além de residuos toxicos, desinfetantes, e outras
substancias que envolvam risco a saide. Os limites maximos permitidos para Pb em leite
fluido e produtos lacteos é de 0,02 mg/L; e para o Cd, o valor é de 0,05 mg/L. Neste
estudo, as concentracdes de Pb (< 0,086) e Cd (< 0,010), dois metais toxicos importantes
estiveram abaixo dos das concentracdes preconizadas pela ANVISA (2013), o que torna
possivel discutir que a presenca da glicerina bruta ndo facultou disponibilidade em
concentrag¢fes ndo recomendadas, tornando o produto recomendavel como produto que
possa fazer parte da dieta de cabras em lactacdo, sem promover risco a salde animal e
humana.

Conforme discutido por Flynn (1992), a presenca de elementos metalicos nos
alimentos varia amplamente em funcdo de numerosos fatores associados a condig¢des
ambientais, praticas tecnolégicas e uso indiscriminado de produtos quimicos em tratos
culturais e na producgdo animal, e tem provocado o aparecimento de elementos quimicos
em alimentos, a exemplo do Pb e Cd. Segundo Murta (1993) amostras com teores de Cd
a partir de 0,0174 mg/L devem ser consideradas contaminadas, pois o elemento tem
carater acumulativo, estando os dados obtidos em cabras leiteiras suplementadas com
glicerina bruta com concentracGes que apresenta margem de seguranga e dentro das
normativas nacionais. Neste contexto, torna o presente estudo o primeiro a identificar a

presenca desses metais no leite integral cru oriundo de cabras leiteiras em Pernambuco.
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Dois estudos importantes que foram realizados por Gongalves et al. (2008) e por
Mota (2009) com leite de vacas, sendo um em Goids e outro e Pernambuco, apresentaram
resultados de metais que igualmente foram quantificados neste experimento; de modo que
torna possivel discutir os dados obtidos com os de cabra. Goncalves et al. (2008)
realizaram estudo para avaliar metais pesados em leite integral bovino pasteurizado do
Estado de Goiés e encontraram médias, das cinco mesorregides, de Cu (0,49 mg/L), Zn
(3,73 mg/L), e Fe (0,96 mg/L), Cd (0,05 mg/L) e Pb (0,24 mg/L) em leite integral
pasteurizado de bovinos. Concluiram que, em vista os resultados medios obtidos no
presente estudo, que o leite analisado foi considerado uma fonte pobre em Zn, Cu e Fe.

Mota (2009) estudou fatores de risco para concentragcdo de metais em leite de
vacas criadas do Agreste de Pernambuco e identificou média geral da concentracdo de Pb
no leite cru das vacas leiteiras de 1,130 + 0,754 mg/Il. Quanto ao Cd, a concentracdo média
geral foi de 0,001 + 0,004 mg/l. As concentragdes de Pb estiveram acima dos limites
maximos permitidos em leite fluido e produtos lacteos estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013), que é de 0,02 mg/L. J4 em relacdo ao
Cd, o valor obtido estava abaixo do preconizado pela ANVISA (2013), que ¢é de 0,05
mg/L. Teor de Cd em leite fluido encontrados na literatura foram os de Amodio et al.
(1987), que obtiveram teores de 0,020 a 0,025 mg/L, utilizando também
espectrofotometria de absor¢édo atbmica com chama.

Ainda sdo escassos os trabalhos contendo informacdes especificas sobre o leite de
cabra (CATUNDA et al., 2016), particularmente em relacdo a concentracdo de elementos
tracos essenciais e metais pesados, pois ainda existem lacunas em rela¢do a composi¢éo
mineral, particularmente dos oligoelementos e metais pesados do leite de cabras, que
venha a subsidiar discussdo mais adequada a respeito de dados analiticos obtidos de leite
em relacdo aos diferentes fatores de variabilidade que definem composicdes variadas no

leite.

7.4. Queijo tipo coalho

As concentracdes de Cu, Zn e Mn no queijo tipo coalho quantificados ndo foram
influenciados pelos diferentes niveis de glicerina bruta na dieta (Tabela 11). A
concentracdo média geral de Cu identificada no queijo foi de 0,63 mg/Kg, enquanto que

a concentracdo de Zn foi de 22,30 mg/Kg e a de Mn foi de 0,45 mg/Kg.
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A concentracdo de Cu encontrada foi superior aos valores obtidos por Kira e
Maihara (2007), as quais verificaram as concentracdes de Cr, Cu, Fe, Mn e Zn em
amostras de quatro tipos de queijos (Mussarela, Minas, Prato e Parmesdo) por
espectrometria de emissao atdbmica com plasma de argonio acoplado indutivamente apds
dissolucéo parcial (hidrélise com HCI). Encontraram diferentes concentra¢es de Cu em
diferentes tipos de queijo, como média de 0,35 + 0,01 mg/Kg em queijo tipo Mussarela,
0,27 £ 0,05 mg/Kg em queijo tipo Minas, 0,52 + 0,04 mg/Kg em queijo tipo Prato e 0,29
+ 0,03 mg/Kg em queijo tipo Parmesdo. Também superior aos valores obtidos por
Baquero et al. (2011), os quais encontraram valor médio de Cu de 0,38 + 0,05 mg/Kg em
queijo coalho de cabras, porém inferior ao obtido por Yilmaz (2012), na Turquia, com
valor médio de 12,0 £ 4,0 mg/Kg de Cu em queijo branco fresco utilizando o equipamento
ICP-OES.

O valor médio encontrado de Zn no queijo tipo coalho foi de 22,30 mg/Kg, e este
foi semelhante ao encontrado por Baquero et al. (2011) na mesma espécie, ao qual
determinou o valor de 20,25 mg/Kg (média de producéo artesanal e comercial). Yilmaz
(2012) obtiveram valor médio de Zn na concentracdo de 14,0 = 4,0 mg/Kg, sendo este
inferior aos encontrados neste estudo, porém inferior ao obtido por Oliveira (2017), que
encontrou em queijo coalho caprino a concentragdo de 29,1 mg/Kg de Zn submetido a
digestdo por via seca com acido cloridrico (HCI) e quantificado por ICP-OES. Ja Kira e
Maihara (2007) encontraram concentracdes de Zn com média de 36,9 + 1,1 mg/Kg em
queijo tipo Mussarela, de 7,52 + 0,76 mg/Kg em queijo tipo Minas, de 33,2 = 2,1 mg/Kg
em queijo tipo Prato e de 49,6 + 1,8 mg/Kg em queijo tipo Parmesdo. Em variados queijos
tipo coalho da espécie ovina, Borys et al. (2006) quantificaram por ICP-OES Zn na ordem
de 18,77 mg/Kg. Por ser rico em peptideos bioativos que por sua vez sao carreadores de
zinco, o queijo de coalho possui alta concentracao desse oligoelemento, o que justifica o
alto teor de Zn nos queijos (SILVA et al., 2012).

A concentragdo média de Mn encontrado no queijo de coalho no referido
experimento foi de 0,45 mg/Kg. Tal valor foi superior ao relatado por Martin-Hernandez
e Juarez (1989), ao qual determinou uma média equivalente a 0,20 mg/L (variados tipos
de queijo caprino). Ja Kira e Maihara (2007) encontraram concentragdes de Mn com
média de 0,30 £ 0,01 mg/Kg em queijo tipo Mussarela, de 0,35 + 0,01 mg/Kg em queijo
tipo Minas, de 0,24 £ 0,01 mg/Kg em queijo tipo Prato e de 0,28 + 0,01 mg/Kg em queijo
tipo Parmesdo. Oliveira (2017) registraram média de 0,30 mg/Kg em queijo coalho

caprino. Levkov et al. (2017) avaliaram o contetido de oligoelementos em amostras de
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queijos, digeridos em micro-ondas e determinados por ICP-OES, produzidos a partir de
leite cru de ovelha e encontraram concentracdo de Mn de 0,12 — 0,70 mg/kg, concluindo
que gueijo com tal concentracdo é seguro para consumo. De acordo com Suttle (2010) os
derivados lacteos acompanham a baixa concentracdo do leite, geralmente com
concentragdes inferiores a < 1 mg/L, reforcando o demonstrado.

Quanto aos metais que estiveram com valores abaixo do limite de deteccdo, é
possivel comparar com os dados de Borys et al. (2006). Estes autores verificaram que 0s
valores de Fe e Cr estiveram igualmente baixos com os valores obtidos neste estudo,
porém superiores as concentragcdes de Pb e Cd. Borys et al. (2006) identificaram Cd em
queijo em concentracado inferior a 0,0009 mg/Kg, com Pb na concentracdo inferior a 0,07
mg/Kg, Cr com média de 0,050 mg/Kg e Fe com 2,11 mg/Kg.

Verifica-se que existe uma varia¢do na concentracdo de metais essenciais quando
se faz contraste com os dados da literatura. Kira e Maihara (2007) reportaram que é
extremamente dificil apresentar valores médios de nutrientes para queijos como um todo
devido as diferencas nos processos de fabricacéo e padrdes de identidade. Mesmo dentro
de uma variedade de queijo, variacdes no tipo e composicdo de leite, processo, estacdo
do ano e localidade podem levar a intensas flutuagcdes na composicéo nutricional.

Desse modo, torna-se fundamental o desenvolvimento de metodologias que
permitam verificar a composicdo mineral de queijo tipo coalho produzido por cabras
leiteiras, em diferentes condices alimentares, recebendo ou ndo suplementacdo com
glicerina bruta de diferentes origens, sob os pontos de vista nutricional e toxicoldgico.

Kira e Maihara (2007) também reportam que as variacBes encontradas nas
concentracdes de metais em queijo podem ser afetadas pelos diferentes contetdos de
gordura presentes na matriz; levando-se em consideracdo ao elemento Cu, este esta ligado
aos globulos de gordura. Pode-se supor uma relacédo entre o teor de gordura e a associagdo
de um determinado elemento com a caseina, de forma mais intensa, dificultando a
liberacdo do elemento da matriz, levando consequentemente a baixas recuperagdes nos
procedimentos analiticos utilizados em rotina laboratorial para quantificacdo de metais.

A ingestdo de dietas com diferentes niveis de glicerina, nas condi¢des em que 0
presente experimento foi conduzido revelou condicdo metabolica satisfatoria, sendo
possivel identificar pelas relagcdes que foram registradas da concentragéo sérica de Cu no
soro com o Cu urinario e lacteo (Figura 8); do Zn sérico com o Zn urinario e lacteo (Figura

9), em que relacéo linear positiva foi obtida do Cu sérico com o Cu urinario e do Zn sérico
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com o Zn urinario; assim como a linearidade negativa do Cu sérico com o Cu lacteo e do
Zn sérico com o Zn lacteo.

Quanto ao Mn, obteve-se linearidade positiva do Mn sérico com 0 Mn urinario e
som o Mn lacteo, tendo este Ultimo, diferenciado da linearidade do Cu e Zn lacteos
anteriormente citados (Figura 10).

Tal perfil é coerente com a dindmica metabolica que ocorre ap6s a absorcéo e
utilizacdo dos nutrientes em diferentes vias metabdlicas (SUTTLE, 2010). Tais metais
quando sao absorvidos, parte deles sdo metabolizados e parte sdo excretados, como foi
observado pelas relagdes positivas observadas dos metais no sangue e na urina, quando
revelaram relacdo positiva. No caso da relacdo negativa que o Cu e 0 Zn tiveram com 0
leite, muito provavelmente ocorreu pela menor drenagem destes metais do sangue para o
leite, por ter sido efetivamente utilizado e naturalmente excretado pela urina. Ja em
relagdo ao Mn, em que teve linearidade positiva com o leite, este metal pode ter tido uma
maior permeabilidade para o leite, sem prejuizo as vias metabdlicas existentes em que
este metal precisaria ser utilizado. Conforme citou Suttle (2010), 0 Mn € um elemento
traco que é absorvido muito pouco, ndo mais de 1% no intestino, e tem niveis sanguineos
muito baixos.

A inter-relacdo entre minerais no metabolismo animal é extremamente importante
para a formacdo de estruturas no organismo e participacdo de reacdes bioquimicas, seja
diretamente ou como componentes essenciais de sistemas enzimaticos (SUTTLE, 2010;
GONZALEZ e SILVA, 2017). Deste modo, a absorcéo, utilizacio e excre¢do sio mais
homogéneas que outros elementos, o que pode justificar a dindmica deste com o soro,
urina e leite aqui identificados.

Com relacdo ao queijo, relacdo positiva foi observada do Cu para com o Zn
(Figura 11) e Mn (Figura 12), respectivamente, assim como do Zn como o Mn (Figura
13). Black et al. (1985) investigaram os efeitos da acumulacdo e deplecdo de Mn nos
tecidos e a interferéncia deste oligoelemento na disponibilidade de outros. O Mn
aumentou a deposicdo de Zn no figado e rins; aumentou a concentracdo do Cu no soro,

figado e rins, ficando comprovado a relacdo que existe entre estes metais.
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8. CONCLUSAO

A'inclusdo de 5 até 15% de glicerina bruta derivada do dleo de algodao, nas dietas
de cabras leiteiras, em substituicao parcial ao milho, ndo altera a concentracdo de metais
em soro sanguineo, urina, leite e queijo tipo coalho, pois as concentra¢fes encontradas
nas diferentes matrizes biol6gicas e no queijo tipo coalho ndo estabelece fator de risco
para quadros de intoxicac&o, além de que a incluséo da glicerina bruta na dieta de cabras

torna-se um fonte alternativa de energia da dieta para cabras leiteiras.
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Pernambuco
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Especificacdo do Biodiesel
AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS

RESOLUCAO ANP N° 4, DE 2.2.2010 - DOU 3.2.2010 -
RETIFICADA DOU 22.2.2010

Revogada pela Resolugdo ANP n® 27, de 8.5.2014 - DOU 9.5.2014 - Efeitos a partir de 9.5.2014.

O DIRETOR-GERAL da AGENCIA NACIONAL DO PETROLEQ, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS
- ANP, no uso de suas atribuicdes, considerando o disposto no inciso I, art. 82 da Lei n? 9.478, de 06
de agosto de 1997, alterada pela Lei n® 11.097, de 13 de janeiro de 2005 e com base na Resolugdo
de Diretoria n? 70, de 2 de fevereiro de 2010,

Considerando o disposto no art. 12 da Resolucdo CNPE n® 06, de 16 de setembro de 2009, que
estabelece em 5 (cinco) por cento, em volume, o percentual minimo obrigatério de adicéo de
biodiesel ao dleo diesel, a partir de 12 de janeiro de 2010,

"Tabela [: Especificacéo do Biodiesel

CARACTERISTICA [UNIDADE [LIMITE [METODO
JABNT NBR |ASTM D [EN/ISO
|Aspecto - LII (1) | F -
Massa especifica a 202 C kg/m? 850-900 [7148 1298 EN ISO 3675
14065 1052 -
EN [SO 12185
[Viscosidade Cinematica a 40°C Mm?/s 3,0-6,0 J10441 145 EN [SO 3104
Teor de Agua, max. (2) mg/kg 500 3 6304 EN [SO 12037
Contaminacdo Total, max. mg/kg 24 i F EN [SO 12662
Ponto de fulgor, min. (3) °C 100,0 14598 93 EN ISO 3679
Teor de éster, min % massa [96,5 15764 F EN 14103
Residuo de carbono (4) % massa 0,050 ]15586 1530 -
Cinzas sulfatadas, max. % massa (0,020 6294 874 EN [SO 3987
Enxofre total, max. mg/ky 50 - 5453 |
- EN [SO 20846
[EN [SO 20884
Sodio + Potéssio, max. mg/kg 5 15554 F [EN 14108
15535 EN 14109
15553 EN 14538
15556




Célcio + Magnésio, max. mg/kg 5 15553 - EN 14538

15556
Fosforo, méx. mg/kg 10 15553 1951 EN 14107
Corrosividade ao cobre, 3h a 50 ¢C, max. |- 1 14359 130 EN ISO 2160
Nimero de Cetano (5) - lAnotar | 613 EN ISO 5165

6890 (6)

Ponto de entupimento de filtro a frio, max. [°C 19 (7) [14747 6371 EN 116
[ndice de acidez, max. mg KOH/g [0,50 14448 664 -

3 F EN 14104 (8)
Glicerol livre, max. % massa [0,02 15341 6584 (8) |-

15771 - EN 14105 (8)

- EN 14106 (8)
Glicerol total, max. % massa [0,25 15344 6584 (8) |

- F EN 14105 (10)
Mono, di, triacilglicerol (5) % massa |Anotar [15342 6584 (8) |

15344 -

EN 14105 (8)
Metanol ou Etanol, méx. % massa 0,20 15343 - EN 14110
[ndice de Iodo (5) g/100g Anotar + EN 14111
Estabilidade a oxidagdo a 110°C, min.(2) |h 6 - - EN 14112 (8)
Nota:

(1) Limpido e isento de impurezas com anotacio da temperatura de ensaio.
(2) O limite indicado deve ser atendido na certificagao do biodiesel pelo produtor ou importador.

(3) Quando a anélise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130°C, fica dispensada a analise
de teor de metanol ou etanol.

(4) O residuo deve ser avaliado em 100% da amostra.

(5) Estas caracteristicas devem ser analisadas em conjunto com as demais constantes da tabela de
especificacdo a cada trimestre civil. Os resultados devem ser enviados pelo produtor de biodiesel a
ANP, tomando uma amostra do biodiesel comercializado no trimestre e, em caso de neste periodo
haver mudanca de tipo de matéria-prima, o produtor devera analisar nimero de amostras
correspondente ao numero de tipos de materias-primas utilizadas.

(6) Podera ser utilizado como método alternativo o método ASTM D6890 para niumero de cetano.

(7) O limite maximo de 199C é valido para as regiées Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Bahia, devendo
ser anotado para as demais regides. O biodiesel podera ser entreque com temperaturas superiores
ao limite supramencionado, caso haja acordo entre as partes envolvidas. Os métodos de anélise
indicados néo podem ser empregados para biodiesel oriundo apenas de mamona.

(8) Os métodos referenciados demandam validacgdo para as matérias-primas néo previstas no método
e rota de producéo etilica."

Art. 3¢ Esta Resolugdo entra em vigor na data de sua publicagao no Diario Oficial da Unido.

HAROLDO BORGES RODRIGUES LIMA
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