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RESUMO
Objetivou-se com este estudo avaliar parâmetros físicos e químicos da urina e do líquido ruminal de bovinos alimentados com glicerina. Cinco bovinos Nelore, castrados, canulados no rúmen, com aproximadamente 24 meses e 400 kg de peso corporal foram utilizados para colheitas de líquido ruminal e urina. Os animais foram mantidos em baias individuais recebendo cinco dietas experimentais contendo 0; 7,5; 15; 22,5 e 30% de glicerina, com base na matéria seca, formuladas na proporção volumoso:concentrado de 30:70. A silagem de milho foi usada como volumoso e o concentrado foi composto por milho em grão, casca de soja, farelo de girassol, glicerina e suplemento mineral. O período experimental foi de 105 dias, dividido em cinco subperíodos de 21 dias cada. As colheitas de líquido ruminal e urina foram realizadas antes e duas horas após a alimentação dos animais no dia 20 de cada subperíodo experimental. O delineamento utilizado foi o quadrado latino 5×5 com parcela subdividida no tempo. Nenhum dos parâmetros estudados no líquido ruminal foi influenciado pelas dietas (P>0,05), nem pelos momentos de colheita (P>0,05), exceto o pH (P<0,0001). Quanto às análises da urina, não houve efeito significativo dos tratamentos sobre suas características físicas, porém houve efeito linear decrescente dos tratamentos sobre o pH (P<0,0001) e proteína (P=0,004) e efeito linear crescente dos tratamentos sobre a densidade (P=0,001). A glicerina, independentemente da concentração utilizada, proporcionou aumento da densidade (P=0,009) e diminuição do pH (P<0,0001). O momento de colheita da urina não influenciou nenhum dos parâmetros estudados. Dietas para bovinos de corte com até 30% de glicerina, promovem alterações nos parâmetros químicos da urina, indicando modificações no metabolismo renal.
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SUMMARY
The aim of this study was to evaluate physical and chemical parameters of urine and rumen fluid of cattle fed glycerin. Five Nellore bovines, cannulated in the rumen, castrated, with approximately 24 months and 400 kg of body weight were used for rumen fluid and urine sampling. The animals were kept in individual pens received five experimental diets containing 0, 7.5, 15, 22.5 and 30% of glycerin, based on dry matter, formulated in a roughage:concentrate ratio of 30:70. Corn silage was used as roughage, and the concentrate was composed of corn grain, soybean hulls, sunflower meal, glycerin and mineral supplement. The experimental period was 105 days, divided into five sub-periods of 21 days each. The rumen fluid and urine samples were taken before and two hours after feeding the animals at day 20 of each experimental subperiod. The experimental design was the 5 × 5 Latin square with split plots. None of the parameters studied in rumen fluid was influenced by diet (P>0.05), nor the times of harvest (P>0.05) except ruminal pH (P<0.0001). As for the analysis of urine, there was no significant effect of treatment on their physical characteristics, but there was a linear effect of treatments on pH (P<0.0001) and protein (P=0.004) and increasing linear effect of treatments on the density (P=0.001). The glycerin, regardless of the concentration used, provided to increase on density (P=0.009) and decreased on pH (P<0.0001). The timing of the urine did not influence any of the parameters studied. Diets for beef cattle with 30% glycerin, promote some changes in chemical parameters of urine, indicating changes in renal metabolism.
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INTRODUÇÃO 
A glicerina excedente gerada na cadeia produtiva do biodiesel deve ser foco de análises mais detalhadas, pois existem poucos estudos acerca do seu aproveitamento e viabilidade econômica. Uma alternativa é o uso da glicerina na alimentação de animais (DONKIN, 2007, PARSONS, 2009, MACH, 2009), porém os resíduos de metanol e outros contaminantes podem ser um problema, gerando alterações metabólicas, acarretando em prejuízos aos animais e aos produtores.
A avaliação de ingredientes alternativos para a alimentação de ruminantes deve incluir investigações sobre o padrão de fermentação ruminal, que está associado ao potencial do alimento em promover o desempenho dos animais. A análise do fluido ruminal é de indiscutível valor no diagnóstico de enfermidades ligadas ao aparelho digestivo dos ruminantes, pois a microbiota do rúmen é altamente sensível às alterações externas e internas às quais rotineiramente os animais são submetidos (BORGES et al., 2002). 
A urina é um dos principais fluidos de excreção de substâncias nocivas ao organismo. A maior ou menor taxa de filtração, reabsorção e excreção de alguns nutrientes e catabólitos pelos rins permitem que a urina seja utilizada no diagnóstico de algumas enfermidades metabólicas (ORTOLANI, 2003). 
Na maioria dos transtornos metabólicos, as alterações iniciais podem ser detectadas no líquido ruminal e urina, pois nestas alterações as mudanças nos valores de referência são significativamente mais evidentes nesses líquidos do que no próprio sangue. Durante as doenças subclínicas, os desvios dos valores normais no sangue são muito pequenos devido aos mecanismos de homeostase. Por isso, é muito importante o diagnóstico mediante exames de laboratório simples no líquido ruminal e na urina, que possam ser realizados em condições de campo (BOUDA, 2000). 
Considerando a escassez de pesquisas e informações sobre a utilização da glicerina bruta na dieta de bovinos de corte aliada à grande importância da atividade pecuária e à indústria de produção de biodiesel no Brasil, acredita-se que este coproduto possa ser utilizado como fonte energética alternativa em dietas de bovinos de corte, na substituição de alimentos convencionais como o milho. Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar alterações ruminais e renais em bovinos alimentados com até 30% de glicerina bruta na matéria seca da dieta.

MATERIAL E MÉTODOS
[bookmark: _Toc237611090][bookmark: _Toc237611325]O experimento foi conduzido na Unidade Animal de Estudos Digestivos e Metabólicos pertencente ao Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal (Unesp/ FCAV). 
As dietas experimentais foram denominadas: G0 – controle, sem adição de glicerina; G7,5 – 7,5% de glicerina na matéria seca da dieta; G15 – 15% de glicerina na matéria seca da dieta; G22,5 – 22,5% de glicerina na matéria seca da dieta e G30 – 30% de glicerina na matéria seca da dieta.  A alimentação foi oferecida duas vezes ao dia, às 8h e às 17h. O concentrado e o volumoso foram fornecidos ad libitum e pesados separadamente em quantidades iguais em cada tempo do fornecimento.  As dietas experimentais foram formuladas para atender às exigências mínimas de nutrientes, de acordo com o NRC (1996). As cinco dietas isoprotéicas (12,2% de PB MS) e isoenergéticas (2,5 Mcal EM/ kg MS) continham proporção volumoso:concentrado de 30:70, sendo a silagem de milho o volumoso e o concentrado composto por grão de milho, casca de soja, farelo de girassol, glicerina e suplemento mineral. 
Cinco bovinos da raça Nelore, castrados, com aproximadamente 24 meses de idade e 400 kg de peso corporal, dotados de cânulas permanentes no rúmen, foram utilizados para avaliar as características físicas (cor, cheiro e viscosidade) da urina, assim como alguns parâmetros químicos (pH, densidade, presença de corpos cetônicos, sangue, proteínas, urobilinogênio, bilirrubina, nitrito e leucócitos) da urina utilizando-se tiras reagentes de química seca Combur Test® e as características físicas (cor, cheiro, viscosidade e tempo de flutuação) e químicas (pH e atividade redutiva bacteriana) do líquido ruminal.
Para a análise das características físicas da urina foram estipulados escores 1 (aquosa) e 2 (mucosa) para viscosidade, de 1 a 5 (incolor-aquosa, amarelo clara, amarelo ouro, vermelha-marrom e vermelha escura, respectivamente) para cor e de 1 a 3 (aromático, adocicado e amoniacal, respectivamente) para cheiro. Os parâmetros químicos (urobilinogênio, nitrito e leucócitos) foram interpretados segundo os escores 1 (presente) ou 2 (ausente), e os parâmetros químicos (proteínas, sangue, corpos cetônicos e bilirrubina) foram interpretados segundo os escores 1, 2 e 3, conforme suas concentrações crescentes (BOUDA, 2000). 
Também foram adotados escores para classificação das características físicas do líquido ruminal. Escore 1 para cor verde oliva, cheiro aromático não repulsivo e consistência aquosa,  escore 2 para cor acinzentada, cheiro ácido e consistência ligeiramente viscosa e escore 3 para cor verde escuro e cheiro pútrido. O pH foi determinado através de peagâmetro digital marca Digimed, modelo DM 20 e a atividade redutiva bacteriana mediante prova de oxido-redução com azul de metileno (BOUDA, 2000).
O período experimental foi de 105 dias, dividido em cinco subperíodos de 21 dias cada. As colheitas de urina e líquido ruminal foram realizadas antes e duas horas após a alimentação dos animais no final de cada subperíodo experimental. A urina foi colhida através do método da micção espontânea.
O delineamento utilizado foi o quadrado latino 5×5 com parcela subdividida no tempo. Foi realizada a análise dos contrastes para os efeitos linear, quadrático, cúbico e do tratamento sem adição de glicerina em comparação aos com adição de glicerina, através do procedimento MIXED do programa estatístico Statistical Analisys System (SAS) versão 9.1. O nível de significância estabelecido foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Nenhum dos parâmetros estudados no líquido ruminal foi influenciado pelas dietas (P>0,05), nem pelos momentos de colheita do líquido ruminal (P>0,05), exceto o pH ruminal (P<0,0001) que apresentou valor médio superior quando aferido antes da alimentação (6,64) comparado com o valor obtido após duas horas da alimentação (5,88), fato que já era esperado devido à fermentação ruminal e conseqüente acidificação do meio. Os resultados encontrados são mostrados na Figura 1. 
Vargas et al (2001), trabalhando com bovinos alimentados com diferentes níveis de concentrado na dieta (0, 25, 50 e 75%),  também obtiveram efeito significativo linear decrescente quanto aos momentos de coleta (0, 3 e 6 horas depois da alimentação), com valores de pH que variaram de 6,4 a 6,8 e não obtiveram efeito significativo quanto aos diferentes níveis de concentrado, evidenciando a ação de mecanismos compensatórios à produção e absorção de ácidos graxos, como a presença de tampões no líquido ruminal oriundos da saliva e a presença ou liberação de tampões ou bases do alimento.
Ao exame macroscópico do líquido ruminal, a cor visualizada foi a verde oliva, o que está em desacordo com o sugerido por Zilio et al. (2008) para dietas de alto concentrado, que deveria ser de cor leitosa, porém os animais não receberam apenas concentrado na dieta.	Sendo assim, o volumoso (silagem de milho), apesar de possuir grãos em sua composição, pode ter influenciado favoravelmente na coloração do líquido ruminal, mantendo sua coloração verde oliva. 
Barbosa et al (2003) avaliaram 6 animais, 3 bovinos e 3 bubalinos quanto a cor do líquido ruminal e encontraram colorações que variaram do verde oliva ao amarelo-palha, resultados condizentes com a dieta de capim-elefante que recebiam. Portanto, animais que recebem dietas com altos níveis de grãos na dieta associados a volumosos podem ter a cor do líquido ruminal aproximada do verde-oliva, o que foi observado no presente estudo.
A consistência (viscosidade) normal do conteúdo ruminal é ligeiramente viscosa, assim como o odor normal, que é aromático e embora forte, não é repulsivo (BOUDA et al., 2000), características que foram encontradas no presente estudo. Mudanças na cor e/ou viscosidade do líquido ruminal sugerem afecções rumenais, como o timpanismo espumoso (VAN CLEEF, 2009), indigestão simples ou alcalose rumenal (QUIROZ-ROCHA, 2000).
	O tempo de flutuação, que mede a capacidade de fermentação através da produção de gás pelas bactérias ruminais, foi, em média, de 14 minutos, tempo este acima do sugerido como normal por Bouda et al. (2000), que é de 4 a 8 minutos para bovinos. 
	Na maioria das vezes, animais que recebem dietas com maior relação volumoso:concentrado apresentam tempo de flutuação ruminal aproximadamente de 4 minutos (BARBOSA, 2003, TABELEÃO, 2007), portanto, animais que recebem menor relação, apresentam maior tempo de flutuação ruminal, assim como foi evidenciado neste estudo, já que a relação volumoso:concentrado ingerida pelos animais foi de 30:70.
O tempo acima do normal sugere acidose ruminal, porém apenas esse parâmetro isolado não tem poder diagnóstico para tal enfermidade e pode ser explicado pelo alto nível de concentrado na dieta dos animais, o que contribuiu para o padrão fermentativo ruminal apresentado. Entretanto, não se pode inferir que o padrão ruminal apresentado foi devido à adição de glicerina na dieta, pois evidenciou-se os maiores tempos de flutuação nos tratamentos controle e no tratamento com adição de 15% de glicerina na dieta.
Quanto às análises da urina, não houve efeito significativo dos tratamentos sobre suas características físicas (Figura 2), porém houve efeito linear decrescente dos tratamentos sobre o pH (P<0,0001) e proteína (P=0,004) e efeito linear crescente dos tratamentos sobre a densidade (P=0,001). A glicerina, independentemente da concentração utilizada, proporcionou aumento da densidade (P=0,009) e diminuição do pH (P<0,0001). O tempo de colheita da urina também não influenciou nenhum dos parâmetros estudados (Figura 3).
A urina incolor-aquosa é indicativa de excreção aumentada (poliúria), ingestão aumentada de água, acetonemia ou insuficiência renal grave (BOUDA et al., 2000). Cor amarela ouro indica redução da diurese como ocorre em doença febril ou em transtornos gerais graves e cor vermelha-marrom a vermelha-escura corresponde à presença de sangue ou hemoglobina (BOUDA et al., 2000). O cheiro adocicado é freqüente na acetonemia, enquanto que o aroma amoniacal pode assinalar a presença de infecção bacteriana (BOUDA et al., 2000). A viscosidade pode adquirir consistência mucosa pela presença de muco ou pus devido a processos pielonefríticos (BOUDA et al., 2000). Tais alterações na cor, cheiro e viscosidade da urina não foram encontradas no presente estudo.
Apesar da variação encontrada nos valores de pH urinário, estes se mantiveram dentro do limite sugerido como normal por Kaneko et al. (2008), que é de 7,4 a 8,4. Os casos de pH abaixo deste intervalo podem ser sugestivos de acidose e quando acima, é sugestivo de alcalose, pielonefrite e cistite. Normalmente, os bovinos criados extensivamente têm pH urinário bastante alcalino, já que os capins contêm mais cátions do que ânions, enquanto que animais recebendo dietas ricas em carboidratos solúveis apresentarão pH urinário mais ácido, principalmente pela maior formação ruminal de ácidos graxos de cadeia curta (Ortolani, 2003).  
Del Claro et al (2002) trabalharam com dietas basais e dietas aniônicas para bovinos e constataram que dietas aniônicas baixam o pH urinário (5,56) enquanto que as dietas basais o mantiveram no valor médio de 8,17, concluindo assim que os rins são importantes na manutenção do equilíbrio ácido-base, pois quando o pH sangüíneo tende a se tornar ácido, como nos casos de acidose metabólica induzida por dietas de alto concentrado, os rins respondem excretando íons amônio (NH4+), baixando o pH da urina, o que corrobora com o presente estudo.
Devido ao efeito significativo decrescente encontrado sobre os valores de pH, pode-se sugerir que concentrações maiores de glicerina na dieta associadas a altos níveis de concentrado na dieta e a um tempo maior de contato com tais ingredientes, poderia causar danos significativos à saúde animal, abaixando ainda mais o pH, o que poderia causar prejuízos à saúde e consequente queda no desempenho animal.
As proteínas devem ser ausentes na urina, porém podem aparecer em quantidades muito baixas. Quando presentes em alta quantidade podem ser associadas a qualquer processo inflamatório ou à nefrose (BOUDA, 2000). 
Saglam et al. (2003), Rossetti et al. (2004) e Haanwinckel et al. (2004) citam que alterações como degeneração e necrose de células epiteliais tubulares ocorrem em túbulos proximais e distais em doenças infecciosas e se manifestam pela urinálise anormal, freqüentemente mostrando proteinúria e cilindros hialinos no lume dos túbulos. No presente estudo não foi evidenciada a presença de proteínas na urina em grande quantidade, portanto, pode-se descartar possíveis alterações de origem inflamatória, degenerativa ou infecciosa.
O teste da densidade urinária é clinicamente usado porque a baixa habilidade de concentrar urina é um dos primeiros sinais de doença tubular renal (BOUDA, 2000). O tratamento com adição de 30% de glicerina apresentou a maior densidade urinária, podendo-se assim inferir que a adição de glicerina não favorece a ocorrência de distúrbios tubulares, já que o tratamento controle (G0) foi o que apresentou menor densidade urinária.

CONCLUSÃO
A inclusão de até 30% de glicerina bruta, nas condições estudadas não influencia os parâmetros do líquido ruminal estudados, porém gera algumas alterações nos parâmetros químicos da urina, porém tais alterações não são suficientes para causar prejuízos significativos à saúde animal, o que prejudicaria o desempenho animal. 
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FIGURAS
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Figura 1. Parâmetros químicos e físicos do líquido ruminal de bovinos alimentados com dietas contendo diferentes porcentagens de glicerina bruta. 
T.F.=Tempo de flutuação; A.R.B.=Atividade Redutiva Bacteriana. 
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Figura 2. Parâmetros físicos da urina de bovinos alimentados com dietas contendo diferentes porcentagens de glicerina bruta.
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Figura 3. Parâmetros químicos da urina de bovinos alimentados com dietas contendo diferentes porcentagens de glicerina bruta.
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