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Efeitos dos Niveis de Inclusdo de Grdos Secos de Destilaria e Ureia em Dietas de Bovinos em
Terminagéo: Avaliagdo Nutricional, Metabolismo e Cinética de Ureia
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[ |Ensino | ]| Desenvolvimento Institucional

4. RESUMO DO PROJETO

Este projeto de pesquisa tem por objetivos avaliar os efeitos dos niveis de graos secos de destilaria
(DDG; 10 e 20% da matéria seca, MS) e niveis crescentes de PDR (0, 0,5 e 1,0% de ureia) na dieta de
bovinos sobre a cinética da ureia, digestibilidade intestinal de aminoacidos, expressao de genes
ruminais e hepaticos, a quantidade de ureia-N reciclada e sua incorpora¢do em proteina microbiana.
Neste estudo, 7 novilhos serdo distribuidos em um delineamento em quadrado Latino incompleto 7 x
4. Os tratamentos serdo arranjados em esquema fatorial 2 x 3 + 1, sendo 2 niveis de DDG na dieta (10
e 20%) e 3 niveis de ureia (0, 0,5 e 1,0%), além do tratamento controle baseado em dieta com farelo
de soja e milho moido, totalizando sete tratamento com quatro repeticdes cada. As dietas seréo
constituidas de 20% de silagem de milho e 80% de concentrado por kg de matéria seca (MS), relagéo
estabelecida com base no inventario das praticas nutricionais adotadas por nutricionistas em
confinamentos no Brasil

[ 1l = DESCRICAO DO PROJETO |

5. INTRODUCAO

A seguranca alimentar € um dos principais desafios globais deste século. A Organizacdo das Nacbes
Unidas para a Alimentacéo e a Agricultura (FAO) estima que até 2050 a populacdo mundial chegara a
9,1 bilhdes e a producao de alimentos (excluindo os alimentos usados para biodiesel) devera aumentar
em 70% para atender a essas necessidades (FAO, 2009). Contudo, as praticas a serem adotadas para
permitir este aumento da produgdo agricola e animal deverdo ser estabelecidas com "intensificagéo
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sustentavel”, ou seja, 0 aumento produtivo ndo seja associado aos impactos ambientais e envolva a
abertura de novas terras (Royal Society, 2009).

O setor do agronegécio desempenha um papel fundamental na geracdo de receita no Brasil. Dentro
desse contexto, a pecuaria de corte desempenha um papel de destaque, contribuindo
significativamente para a criacdo de empregos diretos e indiretos, bem como para a dindmica
econdmica nacional e internacional. Globalmente, o Brasil se posiciona como um lider na pecudria,
tendo o maior rebanho comercial do mundo, com um total de 202 milhdes de cabecas (ABIEC, 2023).
Esse numero representa cerca de 12,18% do rebanho mundial.

Em termos de producédo bovina, o Brasil registrou uma producdo de 10,79 milhdes de toneladas de
equivalente carcaca (TEC) em 2022. Embora essa producéo coloque o Brasil como o segundo maior
produtor global, é notavel o seu crescimento nos ultimos dez anos, liderando com um aumento de 1,7
milhdes de toneladas nesse periodo. No que se refere as exportacdes, o Brasil se destaca ainda mais,
sendo responsavel por 27,7% das exportacées mundiais no ano de 2022, conforme dados da ABIEC
(2023).

Diante desses expressivos ndmeros, a intensificacao do sistema pecuario brasileiro torna-se cada vez
mais relevante. Isso é evidenciado pelo aumento de aproximadamente 74% no numero de bovinos
confinados nos ultimos dez anos, com a teminagéo em confinamento respondendo por 18% do total de
animais abatidos em 2022 (ABIEC, 2023).

O amido ¢é a principal fonte de energia para o ruminante, e € a partir dela, juntamente com o nitrogénio
gue os animais realizam a sintese de proteina microbiana, sendo essa a principal fonte de proteina
metabolizavel para bovinos, além disso é equilibrada na maioria dos aminoacidos essenciais (Santos e
Pedroso, 2011). A proteina metabolizavel € compreendida pela combinacdo da proteina néo-
degradavel no rimen (PNDR) e do contetdo de proteina microbiana que alcancga o intestino delgado.
A proteina que sofre degradacdo no rimen (PDR) é a principal fonte de nitrogénio para a sintese da
proteina microbiana.

Nos confinamentos de bovinos no Brasil, o nivel de PDR tém sido historicamente incluido em 9% da
dieta (Millen et al., 2009; Oliveira & Millen, 2014; Pinto & Millen, 2018; Silvestre & Millen, 2021). Vale
observar que, com base nos dados de desempenho de bovinos em confinamentos brasileiros (Silvestre
& Millen, 2021), o teor de proteina bruta (PB) e a propor¢cao de PDR sé&o cerca de 17% mais elevados
em comparacdo com as estimativas de exigéncia pelo modelo BR-Corte (11,6% e 7,9%,
respectivamente; Valadares Filho et al., 2016).

Diante deste cenario, o fornecimento de PDR adequada para o crescimento dos microrganismos
ruminais é essencial para o desempenho dos animais, pois influencia diretamente a sintese de proteina
microbiana. A restricdo na oferta de PDR pode limitar essa sintese, o que por sua vez pode prejudicar
0 crescimento dos animais. Portanto, o fornecimento adequado da propor¢céo entre PDR e PNDR pode
resultar em um melhor desempenho de crescimento e também auxiliar na reducdo da excrec¢do de
nitrogénio no meio ambiente (Wagner et al., 2009).

Uma estratégia para manipular os teores de N é equilibrar dietas de bovinos de corte em crescimento
para proteina metabolizavel (PM). Isso pode ser alcancado através da inclusdo de alimentos com
diferentes propor¢c6es de PDR e PNDR, levando ha um excesso de proteina metabolizadvel que pode
ser convertida em ureia e potencialmente reciclada para o rimen, se transformando em fonte de PDR
(Huntington e Archibeque, 2000).

A utilizacdo de coprodutos provenientes da industria de etanol, como os gréaos secos de destilaria (DDG,
de dried ditstillers grains) tem sido cada vez mais crescente no Brasil (Silvestre & Millen, 2021), dada a
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a expansao do mercado do etanol de milho, no Mato Grosso e Goias, estados com maior producgéo de
graos do pais. Como resultado, o DDG tem sido ofertado no mercado nacional com importante alimento
concentrado proteico para a alimentagéo animal.

A incorporagdo destes coprodutos que seriam descartados no meio ambiente ndo apenas reduz
potenciais danos ambientais, mas também estimula a economia da cadeia produtiva. Outro ponto
positivo da substituicdo do DDG por milho na dieta de bovinos em terminacao é que o DDG contém
baixo teor de amido, resultante do processo de fermentacado para a producdo de etanol (Spiehs et al.,
2002), e, associado as maiores concentracdes de fibra, fazem do DDG um alimento que reduz a
incidéncia de acidose ruminal, além da menor necessidade de inclusdo de fibra na dieta (Klopfenstein,
2008).

Para a producéo do DDG o coproduto sélido é submetido a secagem, que reduz a disponibilidade da
proteina para os microrganismos do rimen, aumentando os teores de PNDR para cerca de 65%
(Kleinschmit et al., 2007). De acordo com Klopfenstein (2001), DDG sé&o utilizados em dietas de
terminacao de bovinos como fonte de proteina, com inclusées de até 15%, mas também como fonte de
energia quando os niveis de inclusdo sdo mais elevados. Apesar do alto teor de proteina metabolizavel
deste ingrediente, ndo é possivel afirmar com clareza quanto a reciclagem contribui para o suprimento
de nitrogénio para os microrganismos ruminais, uma vez que € influenciada por varios fatores,
dietéticos, fisioldgicos, etc (Batista et al., 2017). Portanto, o grau de deficiéncia de PDR quando o DDG
€ incluido nas dietas nao é conhecido (Stalker et al, 2007).

O fornecimento de ureia em diferentes niveis de exigéncias, como fonte de PDR suplementar, em dietas
contendo DDG pode ser uma alternativa para suprir o déficit de nitrogénio e ampliar a fermentacéo
ruminal. No entanto, torna-se necessario estabelecer o nivel de PDR necesséario para ampliar a
fermentagdo ruminal e o crescimento microbiano quando o DDG ¢é incluido na dieta em diferentes
propor¢des, além de avaliar a contribuicdo da reciclagem de ureia para o suprimento de PDR.

A nossa hipotese € que a maior inclusdo de DDG na dieta de bovinos em terminag&o pode reduzir a
exigéncia de PDR da dieta, pois, quando a PNDR é fornecida em niveis que excedem as exigéncias do
animal, o grupo amino dos aminoacidos em excesso sdo removidos, é convertido em ureia no figado e
esta pode ser reciclada para o ramen, reduzindo a deficiéncia de PDR. Além disto, a principal fonte de
energia no milho € o amido e a substituicdo parcial do amido por DDG, que contém maior teor de fibra,
pode reduzir a exigéncias de nitrogénio pelos microrganismos ruminais. Portanto, é de grande
importancia definir a inclusdo de ureia na dieta, como fonte de PDR, para sustentar a fermentacéo
ruminal e a produgéo de proteina microbiana quando diferentes niveis de DDG séo incluidos na dieta
de bovinos de corte recebendo dietas a base de milho moido.
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6. OBJETIVO GERAL

Objetivar-se-a4 com este projeto avaliar os efeitos dos niveis de graos secos de destilaria (10 e 20% da
matéria seca, MS) e niveis crescentes de PDR, através da inclusdo de ureia (0, 0,5 e 1,0% MS), na
dieta de bovinos alimentados contendo alta propor¢éo de concentrado sobre: consumo voluntério, os
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locais de digestdo, parametros ruminais, metabolismo de compostos nitrogenados, expressao de genes
ruminais e hepaticos, a quantidade de ureia-N reciclada e sua incorporacdo em proteina microbiana.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivar-se-a avaliar os efeitos da inclusao de ureia (0; 0,5 e 1,0% da matéria seca, MS) na dieta de
bovinos alimentados com dieta a base de milho moido contendo dois niveis de DDG (10% vs. 20%)
ou dieta controle a base de farelo de soja sobre:

a) Consumo voluntario e coeficientes de digestibilidade totais e parciais da MS, matéria organica,
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN), carboidratos ndo-fibrosos
(CNF) e nivel dietético de nutrientes digestiveis totais (NDT);

b) Balanco ruminal e corporal de compostos nitrogenados;

c¢) Cinética de ureia, mediante infusédo de ureia duplamente marcada (15N15N-ureia) e quantificar a
ureia-N reciclada e sua incorporacdo em proteina microbiana;

d) Concentracdo média diaria de glicose, ureia, albumina, aspartato aminotransferase, creatinina,
proteina total, IGF-I e insulina no sangue.

e) Concentracao de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR);

f) Concentracdo dos acidos graxos volateis acético, propiénico, butirico, isobutirico e isovalérico no
ramen;

g) Sintese total e eficiéncia de sintese de proteina microbiana no rimen;

h) Microbioma ruminal;

i) Expressao de genes envolvidos com o transporte de ureia no ramen e ciclo da ureia no figado.

8. JUSTIFICATIVA

Os efeitos dos niveis de inclusdo de gréos secos de destilaria e ureia sobre a digestibilidade intestinal
de aminoécidos algumas lacunas do conhecimento podem exploradas:

. E de suma importancia a avaliacdo de estratégias nutricionais visando reduzir a emissdo de
poluentes nitrogenados para o0 meio ambiente e incrementar a eficiéncia de utilizacdo do N;
. A reducao da concentracdo de PB e PDR da dieta é a estratégia nutricional mais eficiente para

reduzir a excrecdo de N e ampliar a eficiéncia de seu uso. Contudo, estudos sob diferentes
caracteristicas dietéticas precisam ser conduzidos para estabelecer estas concentracdes minimas,
sobretudo quando diferentes processamentos de graos sao empregados.

. O crescente interesse dos nutricionistas de bovinos de corte confinados no Brasil em aumentar
a energia da dieta através da inclusdo de grdos processados (silagem de grdos Umidos), ndo foi
acompanhado pelo incremento do nivel de PDR na dieta;

. O milho flint produzido no Brasil apresenta menor degradacéo ruminal do amido em comparacgéo
com o milho dent produzido nos Estados Unidos;
. Apesar da importancia da reciclagem de ureia-N para ruminantes, a maioria dos modelos

nutricionais ndo consideram a quantidade de ureia-N que € reciclada para o TGl ou a sua contribuicéo
para o fornecimento de PDR;

. Uma melhor compreensédo dos fatores que afetam a cinética da ureia e o uso microbiano da
ureia-N reciclada permitird aos pesquisadores melhorarem a estimativa do suprimento de N e das
exigéncias de proteina em futuros modelos para formulacdo de racfes para bovinos de corte.

. Informacd@es relativos ao impacto do processamento de milho e niveis crescentes de ureia sobre
areciclagem de ureia-N para o TGI, o uso microbiano de ureia-N reciclada e sua subsequente utilizacao
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para fins anabdlicos em bovinos Bos indicus alimentados com dieta contendo alta inclusdo de
concentrado sdo completamente inexistentes na literatura nacional e internacional, relevando a
necessidade de investigagbes desta natureza;

Vale ressaltar que, embora 7 novilhos sejam necessarios para conducao do experimento, seréo
fistulados 10 novilhos. Baseado na experiéncia do pesquisador, a possibilidade de inclusdo de mais
animais mantido sobre as mesmas condicdes experimentais tera como objetivo garantir que havera
namero adequado de animais para conducéo e finalizacdo do experimento. Portanto, a solicitacéo total
sera de 10 novilhos fistuladas no rimen, duodeno e ileo (3 animais extras), pois eventualmente algum
destes podera ndo apresentar condi¢cdes de saude ou rejeicdo de alguma canula, inviabilizando o uso
experimental. Caso isto acontec¢a, 0s animais permanecerado sob os cuidados do executor do projeto.

Apos avaliacdo veterinaria, se os 10 novilhos forem considerados adequados para a
experimentacao ap0s as cirurgias, todas serdo usadas no experimento; fornecendo um ndimero maior
de animais para incrementar o nimero de observacdes experimentais e o poder experimental.
Adicionalmente, a inclusdo dos animais extra podera ser (til se algo de errado acontecer com os demais
animais do grupo durante o experimento, o que poderia reduzir o nimero de observacdes obtidas.

9. METODOLOGIA / FORMA DE DESENVOLVIMENTO

O experimento sera realizado no Setor de Metabolismo do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras, Brasil.

Animais, delineamento experimental e tratamentos:

Serdo utilizados sete novilhos, fistulados no riimen, jejuno e ileo, com peso corporal de 350 kg.
Estas novilhas serdo mantidas em baias individuais com aproximadamente 20 m?, providas de piso de
concreto, comedouro e bebedouro, com acesso irrestrito a agua. Previamente ao inicio do experimento
as novilhas serdo adaptadas por 30 dias as condic6es de manejo, instalacdes e a dieta inicial basal
com relagdo volumoso:concentrado (V:C) de 80:20.

O delineamento experimental sera um quadrado incompleto 7 x 4, com quatro periodos 24 dias
cada, consistindo 14 dias para adaptacdo aos tratamentos (Machado et al., 2016) e os 12 dias restantes
as coletas. Os tratamentos serdo arranjados em esquema fatorial 2 x 3 + 1, sendo 2 niveis de DDG na
dieta (10 e 20%) e 3 niveis de ureia (0, 0,5 e 1,0%), além de um tratamento controle com dieta a base
de milho e farelo de soja, totalizando sete tratamentos com quatro repeticdes cada (Tabela 1). As dietas
serdo constituidas de 20% de silagem de milho e 80% de concentrado por kg de matéria seca (MS),
relacdo estabelecida com base no inventario das préaticas nutricionais adotadas por nutricionistas em
confinamentos no Brasil, elaborado por Silvestre & Millen (2021), conforme demonstrada na Tabela 1.
A silagem de milho e o concentrado serdo pesados separadamente, misturados a mao no momento da
alimentacdo e a racdo em mistura total sera fornecida as 6h00 e 16h00. O consumo sera ajustado
permitindo-se de 50 a 100 g de sobras/kg de dieta ofertada.

Consumo e digestibilidade

Entre o 15° e 19° dia de cada periodo o consumo sera monitorado a partir da quantidade de silagem,
SMR e ragdo concentrada fornecidos (15° ao 18° dia) e das sobras obtidas (16° ao 19° dia). Os
alimentos e as sobras serdo amostrados durante o periodo de coletas e submetidas a secagem parcial
em estufa de ventilacao forcada (55°C) por 72 horas. Apds a secagem, as amostras serao processadas
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em moinho de facas com peneiras de porosidade 2 e 1 mm e compostas (com base no peso seco) por
animal em cada periodo experimental. Os ingredientes da ra¢do concentrada serdo amostrados
diretamente dos silos/sacos na fabrica nos dias da mistura. Estas amostras serdo armazenadas para
posteriores analises laboratoriais.

A excrecdo total de fezes serd mensurada entre o 19° e 22° dia de cada periodo. As fezes serédo
recolhidas imediatamente ap6s cada defecacdo espontanea diretamente do piso de concreto e
armazenadas em recipientes de 20-L. Apds 24 h de coleta, o recipiente sera trocado, as fezes seréo
misturadas manualmente e aliquotas de 10% da excrec¢do diaria (~300 g) serao retidas, congeladas e
parcialmente secas (55°C; 96 h). Amostra fecal do 19° dia serd usada para quantificar o background de
15N e a amostra do 22° dia para avaliar o enriquecimento de 15N no platé de concentragdo para o
célculo da cinética de ureia (Wickersham et al., 2008).

Parametros urinéarios

A partir destes mesmos dias supracitados, sera realizada a coleta total de urina usando-se
sondas de Folley n° 26, duas vias, segundo Valadares et al. (1997). Serdo acopladas mangueiras de
polietileno as sondas, as quais direcionardo a urina a reservatorios de polietileno que serdo mantidos
em caixas de isopor com gelo para manter a urina resfriada. Ao final de 24 horas, o volume total de
urina sera mensurado e 1% do volume diario sera subamostrado e congelado, sendo ao final dos dias
de coleta, no 20° dia, seréo obtidas duas aliquotas compostas proporcionalmente ao volume excretado
em cada dia, por animal e periodo experimental. As amostras de urina do 19° e 22° dia serdo usadas
para analisar a concentracédo de 15N no background e no platé de concentracdo, respectivamente, para
o0 calculo da cinética de ureia (Wickersham et al., 2008).

Tabela 1 — Composi¢éo das dietas

Niveis de DDG na dieta

10% 20%
ltem
Incluséo de ureia

Controle 0 0,5% 1,0% 0 0,5% 1,0%
Ingredientes, % da MS
Milho moido 68,5 66,0 66,0 66,0 56,0 56,0 56,0
Milho silagem 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Graos secos de destilaria, DDG 10,0 10,0 10,0 20,0 20,0 20,0
Farelo de soja 7,5
Ndcleo mineral-vitaminico® 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Caulin 1,0 0,5 1,0 0,5
Ureia 1,0 0,5 1,0 0,5 1,0
Composicdo quimica estimada
Proteina bruta 14,0 10,8 12,2 13,6 13,2 14,6 16,0
Proteina degradavel no rimen 9,0 50 6,3 7,7 5,6 6,9 8,3
Proteina ndo-degradavel no rimen 5,0 5,8 59 59 7,6 7,7 7,7
Amido 54,0 50,0 49,4 49,4 43,0 43,0 43,0
Fibra em detergente neutro 18,8 24,3 24,3 24,3 28,5 28,5 28,5
Nutrientes digestiveis totais 78,4 79,0 78,3 78,3 78,0 78,0 78,0

1 Nucleo mineral contendo monensina para atingir a concentragdo de 28 mg/kg MS.




’/A’ l l I i I‘ l I UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS - UFLA
9l FACULDADE DE ZOOTECNIA E MEDICINA VETERINARIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

Infusdo de 15N15Ureia-N:

No 18° dia de cada periodo um cateter temporario sera colocado na veia jugular direita de cada

novilha para infusdo de 15N15Ureia-N (98% de pureza; Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA,
EUA) para avaliagdo da cinética de ureia. O cateter (1,02 mm d.i., 1,78 mm d.e.; Tygon®, S-54-HL),
serd inserido 15 centimetros dentro da veia por pungdo venosa percutanea utilizando-se agulha
hipodérmica (2,5 x 110 mm) apés a desinfeccdo da pele e injecao subcutanea de xilocaina (lidocaina
20 mg/mL). O cateter sera fixado por uma sutura na pele entre dois pequenos pedacos de mangueira
(5 a 8 mm de comprimento) deslizados sobre os cateteres utilizando um par de hemostato apés a
remocgado da agulha hipodérmica (Kristensen et al., 2010). O cateter serd inserido antes do inicio da
infusdo para minimizar transtornos de rotina e assegurar que a 15N15Ureia-N sera infundida a tempo.
Apoés a colocacao do cateter, para evitar a perda de permeabilidade, sera infundida 5 mL de solucao
salina heparinizada (0,9% NaC e 10 Ul heparina/mLI) a cada 6 horas até as 06h00 do 20° dia, momento
em que iniciara a infusdo de 15N15Ureia-N.
Para o célculo da taxa de infusao de 15N15Ureia-N pressupor-se-a que a producao hepatica de ureia
sera proporcional ao consumo de N e a concentracdo da solucdo ajustada para obter um
enriquecimento de 15N15Ureia-N urinério de 0,10% de enriquecimento (APE) no platd (Marini e Van
Amburgh, 2003). A solucdo de 15N15Ureia-N sera preparada utilizando-se técnicas estéreis em camara
de fluxo laminar, filtrada em filtro bacteriolégico (0,22 um; Millipore Corporation, Billeric, MA, EUA) em
recipiente de vidro esterilizado, tampado com septo de borracha esterilizado e armazenado a 4°C até
a sua utilizacéo. A solucdo de 15N15Ureia-N sera infundida continuamente com a taxa de infusédo de
5,00 mL/h, permitindo liberar 0,350 mmol de Ureia-N/h, utilizando-se bomba de infus&o de seringa (BS-
9000 Multi-Phaser, Braintree Scientific Inc., Braintree, MA) até as 16h00 do 23° dia, quando sera
coletada a ultima amostra. Todas as seringas seréo pesadas antes e ap0s a infusao para determinar a
taxa exata infundida.

Parametros sanguineos

No 19° dia serdo realizadas coletas de sangue (20 mL) via catéter as 6h00, 12h00, 18h00 e 00h0O.
Uma amostra sera coletada em tubo de 8,5 mL com ativador de coagulo e gel para separacao de soro
(BD Vacuntainer® SST |l Plus, Sdo Paulo, Brasil) para analise de ureia, albumina, aspartato
aminotransferase, creatinina, proteina total, IGF-I e insulina. A segunda amostra sera coletada em tubo
de 6 mL com EDTA e fluoreto de sédio (BD Vacutainer® Fluoreto/EDTA, Sao Paulo, Brasil) para analise
da glicose. Apdés a coleta, as amostras serdo centrifugadas (3.600 x g por 15 min a 4°C) e, em seguida
0 soro e plasma foram transferidos para microtubos de 2 mL e imediatamente congelados (-20°C) para
posteriores analises.

Fluxo de digesta duodenal e ileal

Com o objetivo de estimar o fluxo de digesta duodenal e ileal, os animais receberéo 5 g/dia de Co-
EDTA (Uden et al., 1980) do 15° ao 22° dia de cada periodo experimental, usando-se uma bomba
peristaltica (BP-600-8; Milan Scientific Equipment, Inc., Colombo, PR). Do 19° ao 22° dia de cada
periodo experimental, amostras de digesta duodenal (500 mL) serdo obtidas diretamente via canula a
cada 3-h de intervalo no periodo de 24-h para representacao diaria (Allen & Linton, 2007), seguindo-se
a distribuicéo: 19° dia —3h00 e 15h00; 20° dia — 6h00 e 18h00; 21° dia — 9h00 e 21h00; 22° dia — 12h00
e 00h0O0.
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Ao final das coletas sera elaborada uma amostra composta referente ao fluxo de digesta (4,0 L), para
cada animal de cada tratamento. Uma sub-amostra referente ao fluxo de digesta (2,5 L) sera filtrada
em filtro de nylon 100 um, com area de poro de 44% de superficie (Sefar Nitex 100/44, Sefar, Thal,
Suica) para separacao das fases liquida (FL) e solida (FS). O restante (1,5 L) ser& processado como
digesta duodenal total ou ndo representativa (DANR). Apés estes procedimentos, as amostras
compostas de digesta duodenal serdo imediatamente congeladas a -80°C e posteriormente liofilizadas
e moidas em moinhos de facas a 2 e 1 mm, sendo armazenadas para posteriores analises.

Parametros ruminais

No 23° dia serdo realizadas coletas de fluido ruminal em 6 horéarios para avaliagcdo do pH, concentracao
de &cidos graxos volateis (AGV) e nitrogénio amoniacal ruminal (NAR): antes da alimentacao (6h00),
2,4, 6, 8 e 10 horas apds o fornecimento das dietas. As amostras serdo coletadas manualmente em
cinco pontos diferentes na interface liquido-sélido do rumen, filtradas em camada tripla de gaze e
submetidas a avaliacdo do pH por intermédio de potenciémetro digital. Em seguida, uma aliquota de 20
mL sera fixada com 5 mL de acido metafosforico (25% p/v) e armazenada a -20°C, para posterior
avaliacao da concentracdo de AGV. Outra amostra de 40 mL de liquido de ramen sera misturada com
1-mL de H2S04 (50% v/v) e congelada para posterior andlise de NAR.

Cinética de ureia

No 23° dia de cada periodo experimental, amostras de digesta duodenal e ruminal (200 mL cada) serdo
coletadas antes (6h00), 2, 4, 6, 8 e 10 horas ap6s a alimentagdo matinal, para mensurar o
enriquecimento de 15N na proteina microbiana. O esquema de amostragem serd uma adaptacdo dos
horarios das coletas efetuadas por Titgemeyer et al. (2012) compreendendo 72 a 82 horas de infuséo,
periodo no qual o enriquecimento isotépico de 15N terd atingido o platd de enriquecimento, conforme
protocolo de coleta validado por Wickersham et al. (2009). Posteriormente as amostras serao
congeladas a -80°C e liofilizadas. Amostras sélidas e do fluido ruminal serdo usadas para isolar
bactérias ruminais por processos de centrifugacdo, conforme descrito por Cecava et al. (1990), em
seguida, foram congelados a -80 °C e posteriormente liofilizados por 72 h.

Pool ruminal

No 24° dia de cada periodo experimental serd realizado o esvaziamento total do ridmen para
guantificacdo da massa de contetdo ruminal e com o intuito de determinar a taxa de passagem e de
digestéo de amido e do material fibroso as 12h00 (6 horas apds a alimentagdo matinal) (Oba & Allen,
2003; Allen & Linton, 2007). Ap6s a evacuacao total a digesta sera pesada, homogeneizada a méo e
retirada amostras em triplicata (Olson et al., 1999; Wickersham et al., 2004) para posteriores analises.
Posteriormente, a digesta sera imediatamente retornada ao rimen dos respectivos animais.

Microbioma ruminal

No 24° dia serao realizadas coletas de contetdo ruminal seréo coletadas duas amostras (~15 mL) de
fluido ruminal, separadas em fragdo sélida e fracao liquida (6 horas apds alimentagdo) em pontos
padronizados no rumen. Imediatamente apds a coleta, as amostras serdo colocadas em nitrogénio
liquido e posteriormente armazenadas a -80°C.
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Bidpsia ruminal e hepéatica

Amostras de bidpsia ruminal serdo coletadas do saco ventral do rimen, aproximadamente 25 cm abaixo
da céanula, apés evacuacéo total do contetdo no 24° dia de cada periodo experimental. O saco ventral
sera externalizado manualmente e cerca de trés papilas serdo rapidamente excisadas o mais proximo
possivel da parede ruminal, sem remover a base das papilas, a partir de cinco pontos diferentes. Todas
as amostras serdo imediatamente lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; pH =
7,04), compostas por cada animal e congeladas rapidamente em nitrogénio liquido. Finalmente, as
amostras serdo armazenadas a -80 ° C até o isolamento total do RNA.

Apés a biopsia ruminal, serd realizada a biopsia do figado, no 11° espaco intercostal direito no
ponto de interse¢cdo com uma linha imaginaria paralela & coluna vertebral, partindo da extremidade
lateral da tuberosidade iliaca, e administrado um anestésico local (cloridrato de lidocaina HCI, 20
mg/mL, 6 mL volume total) via subcutanea. Adicionalmente sera administrado um antibiético (Oxitat La
Plus, 1 mL para cada 10 kg de peso vivo) via intramuscular. O local da biépsia sera limpo com um
desinfetante para a pele (lodophor/Betadine). Apos a higienizacdo, uma inciséo de 1 cm sera feita com
um bisturi e uma agulha esterilizada de biépsia para tecidos moles Tru-Cut sera introduzida
direcionando-a ao érgéo para puncao e remogao de fragmento do lobo direito, que serd imediatamente
armazenado em nitrogénio liquido. Apos o procedimento, a incisédo seréd lavada com solugéo salina
estéril / Agua e fechada com cola de tecido veterinario. Um spray antibiético sera aplicado no local da
incisdo e, em seguida, coberto com spray Prata. Todos os animais serdo monitorados durante um
periodo de 48 horas pds-bidpsia.

Analises Estatisticas

Para a analise estatistica, todos os resultados serdo testados quanto a normalidade (Davis et al., 1989)
e se seguirdo uma distribuicdo normal (P > 0,10). Caso os dados ndo apresentem uma distribuicdo
normal, estes serdo transformados sendo submetidos ao PROC RANK do SAS.

Os dados serdo analisados com arranjo fatorial 2 x 3 + 1, seguindo-se o modelo:

Yijkl = p + Di + Uj + DUijk + €ijkl;

em que: Yijkl =variaveis dependentes medidas no animal k recebendo o nivel de DDG i e submetido ao
nivel de ureia j durante o periodo I; y = constante geral; Di =efeito do nivel de DDG i (efeito fixo); Uj =
efeito da inclusao de ureia j (efeito fixo); PUij = efeito da interacdo entre o nivel de DDG i e os niveis de
ureia j (efeito fixo); cijkl= efeito aleatdrio assumindo distribuicdo independente normal (NID) (0; 02¢).
As comparac8es entre médias de tratamentos serdo realizadas por intermédio da decomposicdo da
soma dos quadrados relacionadas a esta fonte de variagdo em contrastes ortogonais associados aos
efeitos dos niveis de DDG na dieta (10 e 20%), os efeitos de ordem linear e quadrético da inclusdo de
ureia na dieta (0, 0,5; e 1,0% da MS; dentro do nivel de inclusdo de DDG se for detectado a interagéo),
além do controle vs. 10% DDG e controle vs. 20% DDG.

No tocante a avaliacdo do microbioma ruminal, sera realizada a analise de varidncia multivariada
permutacional (PERMANOVA) para testar as diferencas dos tratamentos. Serdo utilizados os valores
individuais de dissimilariedade Bray-Curtis em cada animal para determinar as mudancas nas
comunidades. As variaveis taxondmicas serdo associadas com as sequenciais usando o classificante
treinado Naive Bayes (Bokulich et al., 2018) na base de dados SILVA 132 de tamanho total do rRNA
16s (Quast et al., 2013).
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Todos os procedimentos estatisticos serdo conduzidos por intermédio do PROC MIXED
implementado no programa SAS (Statistical Analysis System, verséo 9.2) adotando-se 0,05 como nivel
critico de probabilidade para o erro tipo .

10. RESULTADOS ESPERADOS
O projeto pretende contribuir com informagdes nutricionais e metabdlicas basicas que gerem

conhecimentos exatos dos efeitos da inclusdo de ureia (i.e., niveis de PDR na dieta) em bovinos
alimentados com dietas a base de milho gréo flint moido, contendo diferentes niveis de DDG (10 ou
20%). Tais informacdes esperam-se, poderdo ser acrescidas sobre o conhecimento atual da nutricdo
de bovinos confinados, visando a formulacdo de dietas de forma precisa, minimizando-se custos e
perdas ambientais e maximizando-se o retorno econémico do investimento em sistemas de terminacao.

| Il - PRAZO DO COMODATO

11. PRAZO EM QUE OS SEMOVENTES PERMANECERAO SOB POSSE DA UFLA
12 meses

| IV — PLANO DE TRABALHO DO COMODATO ‘

| 12. SERVIDOR RESPONSAVEL PELA GUARDA DOS ANIMAIS |

Fungao no Projeto Nome CPF
Coordenador Erick Darlisson Batista 067.*** 566-01
Instituicao Cargo/Funcao:

UFLA Professor Adjunto

[13. ESPECIFICACOES DOS ANIMAIS |

QUANTIDADE RACA IDADE PESO SEXO
10 Zebuinos da raca 12 a 18 meses 250 a 350 kg Machos ndo castrados
CARACTERISTICAS VISUAIS CARACTERISTICAS GENETICAS FAIXA I?AIIZ\I:DI\/ITAEEO POR
Animais com boa condi¢&o corporal, | Animais com temperamento tranquilo,
sadios, com boa conformacao dos boa conformacao corporal e R$1.500 a R$ 1.800
membros anteriores e posteriores. resisténcia.
| 14. CRONOGRAMA \
FASE DO PROJETO EM QUE SERAO | ATIVIDADES A SEREM | PERIODO (em meses)
UTILIZADOS OS ANIMAIS DESENVOLVIDAS
Recepcédo e adaptacao Recepcéo dos animais, Més 1 ao 4
tratamento contra endo e ecto
parasitas, identificagéo
individual, pesagem,
acondicionamento nas baias.
Cirurgia para implantagéo de Realizacdo da cénula ruminal,
fistulas jejunal e ileal; e implantacéo de Més 5
fistulas
Periodo de recuperagao Recuperacao das cirurgias Més 6
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Adaptacao dos animais as dietas
Adaptacao as dietas experimentais com alta inclusédo de Més 7
concentrado
Execucdo do experimento Avaliagdo dc_)s trata_mentos Més 8a0 12
experimentais

V — APROVACAO DO PROJETO PELO
CONSELHO DEPARTAMENTAL

Declaro, para os devidos fins de direito, na funcdo de Chefe do Departamento de Zootecnia, que o
presente plano de trabalho foi aprovado pelo Conselho Departamental.
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