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RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar a adaptacdo de novilhos para dietas de
confinamento com uso de grdo de milho inteiro. Utilizou-se 5 novilhos canulados distribuidos
ao acaso, recebendo dietas com volumoso e concentrado, nas respectivas proporcdes (%) de
50:50, 40:60, 20:80 e 0:100, e cada dieta corresponde a uma semana experimental. Avaliou-se
padrdes de fermentacao ruminal, consumo e digestibilidade de nutrientes, balanco de nitrogénio
e sintese de proteina microbiana em novilhos alimentados com dietas contendo graos de milho
inteiro. Nao ocorreram diferencas para consumo e digestibilidade de MS, porém houve aumento
no consumo de PB entre os periodos de tratamento (P < 0,05) e reducdo para o consumo de
FDN (P < 0,05). A excrecdo de purinas totais da 1° para 4° semana variaram de 11,66 para 10,21
mmol/L, o nitrogénio amoniacal valores de 7,87 a 48,54 mg/dL e valores de 6,34 a 6,82 para

variacdo de pH. Conclui-se que a adaptacdo ndo se faz necessaria.

Palavras-chave: consumo, fermentacdo ruminal, dietas gréos inteiro, milho gréo inteiro,

derivados de purinas, sintese de proteina microbiana.



ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the adaptation of steers for feedlot diets using
whole corn grain. Five randomized cannulated steers were fed randomized and concentrated
diets in the respective proportions (%) of 50:50, 40:60, 20:80 and 0: 100, and each diet
corresponded to one experimental week. It was evaluated ruminal fermentation, nutrient intake
and digestibility, nitrogen balance and microbial protein synthesis in steers fed diets containing
whole grains. There were no differences in intake and digestibility of DM, but there was an
increase in CP intake between treatment periods (P <0.05) and reduction in NDF intake (P
<0.05). The excretion of total purines from 1st to 4th week ranged from 11.66 to 10.21 mmol /
L, ammoniacal nitrogen values from 7.87 to 48.54 mg / dL and values from 6.34 to 6.82 for

variation of pH. We conclude that adaptation is not necessary.

Key words: consumption, ruminal fermentation, whole grain diets, whole grain corn, purine

derivatives, microbial protein synthesis



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Composicédo quimica — bromatoldgica dos ingredientes, utilizados na
dieta experimental para novilhos em diferentes dietas de

AAAPTAGAD. ... oottt nreas

Proporcéo (%) dos ingredientes utilizados na dieta para novilhos em
diferentes dietas de adaptacdo de acordo com a semana

EXPEIMENTAL....cviiiiiiie e

Porcentagem da composicao quimica— bromatologica dos ingredientes
com base na matéria seca, utilizados na dieta experimental de cada

semana para novilnos em adaptagao...........ccceveririeieiinc i

Consumo e digestibilidade de nutrientes, pH fecal e recuperagdo de
grdos nas fezes de novilhos consumindo diferentes dietas de

Y0 L2 T0] F=To% [0 SRR

Balango dos compostos nitrogenados em novilhos consumindo

diferentes dietas de adaptaGao............ccccvevveieeiiiie i

Valores médios de derivados de purina e sintese de proteina
microbiana  dos  novilhos em  diferentes  dietas  de

10 ;0] £ Lo [0 SRS UUR RPN

Clearence de ureia/creatinina em novilhos consumindo diferentes

dietas de adaptaGao..........coeiirierere i

14

15

15

18

19

20

20



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.

Figura 2.

Valores médios de Nitrogénio Amonical Ruminal em novilhos consumindo

diferentes dietas de adaptaCao...........ccvevvvieeieerieiiie s

Valores médios de pH do liquido ruminal em novilhos consumindo

diferentes dietas de adaptaCao...........ccvcvvvieeieerieiiee s



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACGC - 4cidos graxos de cadeia curta

AGV - acido graxo volatil

AOAC - Association of Official Analytical Chemists (Associacdo oficial de quimicos
analiticos)

DP — derivado de purina

FDA — fibra em detergente &cido

FDN - fibra em detergente neutro

FDNi — fibra em detergente neutro indigestivel
HCI — &cido cloridrico

LIG - lignina

MS — matéria seca

N — nitrogénio

N-NH3 — nitrogénio amoniacal

NNP — nitrogénio ndo proteico

PB — proteina bruta

PC — peso corporal

TNT — tecido ndo tecido

VU — volume urinério



1.2

1.3

14

1.5

1.6

1.7

1.8

SUMARIO

REVISAO BIBLIOGRAFICA..........cocoviieieeeeeee e 12

Dieta alto grdo com milho para bovinos...........cccccceviviieiiieniecie e 12
OBJETIVO GERAL.....oooeeeeeeeeesteeesseese s nsss s s 13
OBJETIVO ESPECIFICO........ivoceeeeeeeeieeesseeees s sssses s sans 13
MATERIAL E METODOS.......coovvieeeiesiiesessiesissessessiessesssssessssssssssssesssssssnnes 13
RESULTADOS........cooovieieeeieeeieseseesseesssssessessssssossess s ssssssssssssssssssssssassssessssenses 18
DISCUSSAOQ.........coetieeieeeeeeeeeeetestee e ter s ses s s st s st ensaraanens 22
CONCLUSAO. ..ottt 25
REFERENCIAS. ..ot ee et es s sa s 26
ARTIGO.......ooeieeeieeesisvee e ves e s s 30
ANEXOS......cooiviieeieeeeeieieseeeeseseessee s se s ss s as s s s s s n e 53



12

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Dieta alto grdo com milho para bovinos

O milho tem como principal componente o amido, um polissacarideo formado por
amilose e amilopectina. A amilose é constituida por uma cadeia de unidades de glicose linear,
ja amilopectina por uma ramificada (ANTUNES; RODRIGUEZ; SALIBA, 2011). A
amilopectina por ser ramificada permite mais facilidade para o ataque microbiano ruminal,
comparada a amilose.

No rumen para que ocorra a degradacdo do amido, h& a hidrolise por amilases
bacterianas do tipo a ¢ B ¢ também por a-glicosidases. Os carboidratos residuais que ndo sdo
degradados no ramen, passam para o intestino delgado e sofrem acéo de enzimas pancreaticas
ou ainda podem chegar ao intestino grosso e sofrer fermentagdo da mesma maneira que no
ramen (KOZLOSKI, 2016).

Dietas contendo alta quantidade de amido aumenta a producéo de &cidos graxos volateis
(AGV) e diminui o pH ruminal (OWENS et al., 1998). A fermentacdo de carboidratos sollveis
que leva a queda do pH ruminal é devido a maior producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), principalmente o propionato pela via do acido lactico, que pode se acumular no
ramen, reduzindo a digestdo da fibra (VAN SOEST, 1994). A producdo de propionato
decorrente da degradacdo do amido, reduz a producao de acetato e butirato estando associado
ao alto teor de carboidratos de rapida fermentacdo esta associada a morte das bactérias
fibroliticas e dos protozoarios, ocasionada pela reducdo do pH ruminal (OLIVEIRA;
SANTANA NETO; VALENCA,2013).

Em dietas ricas em grdos ha pequena percentagem de inclusdo de fibra, tendo como
papel de prevenir desordens nutricionais, tais como acidose, e a maximizar 0 consumo de
energia liquida (GALYEAN e HUBBERT, 2014).

Devido ao risco de desordens nutricionais em dietas com elevada proporc¢do de amido,
a adaptacdo é considerada um periodo critico de tempo, portanto recomenda-se que uma
adaptacédo néo seja inferior a 14 dias (BROWN; PONCE; PULIKANTI, 2006). Turgeon et al.
(2010), estabeleceram um protocolo de fornecimento de milho para adaptacéo a dieta com grao
inteiro, descrito a seguir: 1° ao 5° dia: oferecer 1,3 a 1,5% do peso vivo, 6° ao 10° dia: oferecer

1,5 a 1,7% do peso vivo, 10° ao 14° dia: oferecer 1,8 a 2,0% do peso vivo. Apo6s o 15° dia:
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aumentar gradativamente matéria seca a cada trés dias conforme aceitacdo dos animais até 2,3%
de peso vivo.

Para o balanceamento em uma dieta alto gréo, a relacdo utilizada geralmente sera de
85% de milho gréo inteiro e 15% de pellet proteico-mineral-vitaminico, assim ha uma dieta
altamente energética (MANDARINO et al., 2013).

1.2 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a adaptacdo de bovinos alimentados com dietas contendo grdos de milho

inteiros.

1.3 OBJETIVO ESPECIFICO

- Avaliar os padrdes de fermentacdo ruminal, em bovinos recebendo dieta de milho grao
inteiro;

- Avaliar consumo e digestibilidade aparente de nutrientes em bovinos recebendo dieta
de milho gréo inteiro;

- Avaliar o balango de nitrogénio e a sintese de proteina microbiana, em bovinos

recebendo dieta de milho gréo inteiro.

1.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido, no setor de nutricdo de ruminantes e no Laboratério de
Nutricdo Animal nas dependéncias do setor de Zootecnia na Universidade Federal da Grande
Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul, com latitude de 22° 14°S, longitude de 54° 49°W e
altitude de 450 m, entre 0s meses de janeiro a fevereiro de 2018.

Esse experimento foi conduzido de acordo com 0s preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas do Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados, em
reunido de 11 de dezembro de 2015, sobre protocolo n° 23/2015.
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Foram utilizados cinco bovinos mesticos providos de canulas no rimen, com peso
médio de 350 kg, mantidos em baias individuais de 8 m2 (2x4), cobertas e de piso de concreto,
providas de bebedouro e comedouro.

Ao final de cada periodo experimental, os animais foram pesados no 7° dia e a dieta
ajustada para cada animal de acordo com o peso obtido. Os animais eram alimentados trés vezes
ao dia, recebiam em média 2,3% de matéria seca (MS) de dieta por kg de peso corporal (PC).
Cada animal tinha sua dieta pesada e fornecida individualmente, na manha seguinte eram
recolhidas as sobras e pesadas, assim determindvamos o consumo por meio da diferenca do
total de dieta fornecida menos a sobra. E essa sobra se utilizava para ajuste da dieta de cada dia
experimental. Nao foi realizado analise quimica-bromatolégica da sobra, mas quanto ao
ingrediente era observado maior sobra de feno.

A dieta de adaptacdo foi composta de feno de aveia, milho gréo inteiro e nucleo proteico-

mineral-vitaminico peletizado, a composi¢cdo dos alimentos esta descrito abaixo na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao quimica — bromatolégica dos ingredientes com base na matéria seca,

utilizados na dieta experimental para novilhos em diferentes dietas de adaptacao.

% Milho gréo Feno de aveia Pellet*
Matéria seca 85 90 82
Proteina bruta 9 14 38
Cinzas 4 8 20
Fibra em detergente neutro 15 68 75
Fibra em detergente &cido 3 35 28

O experimento dividiu-se em quatro semanas, cada semana forneceu-se uma dieta
diferente. Os animais foram arragoados até o 3° periodo 3 vezes ao dia, devido a capacidade do
cocho, quando retirou volumoso a partir do quarto periodo, passou para 2 tratos diarios. Para a
dieta 0 volumoso utilizado foi o feno de aveia e o concentrado composto de 85% de milho grédo
inteiro e 15% de pellet proteico-mineral-vitaminico, conforme descrito na Tabela 2, e na Tabela
3 a porcentagem da composic¢éo quimica — bromatologica dos ingredientes com base na matéria

Seca.

*Agrocria Engordin Gréo Inteiro 38

Niveis de garantia do fabricante (a cada kg): Proteina Bruta (Min.)........ccccoevvvne 380g
Umidade (max.)............ 0g FDA (M&X.)..overeercnee

Fésforo (min.).............. 6,000 mg SOdio (MiN.).c.ceiiiireiecrece 9,700 mg
Célcio (méx.)..... N.N.P. Equiv. em Proteina (méx)...173 g
Calcio (Min.)...c.ccceuuee 349 Virginamicina (Min.)......c.cccooevne 150 g
Extrato etéreo (min.)....10 g Monensina (Min.)......cccccoeeereenenennn. 150¢g

Matéria Fibrosa (méx.).210 g
Matéria Mineral (méx.).200 g
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Tabela 2. Proporcéo (%) dos ingredientes utilizados na dieta para novilhos em diferentes dietas

de adaptacédo de acordo com a semana experimental.

Semana Feno de aveia Milho Pellet
Primeira 50 42,5 7,5
Segunda 40 51 9
Terceira 20 68 12
Quarta 0 85 15

Tabela 3. Porcentagem da composi¢do quimica — bromatolédgica dos ingredientes com base na
matéria seca, utilizados na dieta experimental de cada semana para novilhos em adaptacéo.

% 12Semana  22Semana  3?Semana 42 Semana
Matéria seca 87,28 86,73 85,64 84,55
Proteina bruta 13,68 13,61 13,48 13,35
Cinzas 7,20 7,04 6,72 6,40
Fibra em detergente neutro 46,00 41,60 32,80 24,00
Fibra em detergente &cido 20,88 18,05 12,40 6,75

Coletou-se do 3° ao 5° dia duas amostras de fezes de cada novilho imediatamente ap0s
a defecacdo, sendo essas coletas realizadas uma vez pela manha e outra pela tarde. Uma amostra
usou-se para a determinacdo do pH fecal, por meio do peagdmetro digital portétil e outra
amostra para percentagem de recuperacao dos gréos nas fezes. As determinacdes do pH foram
realizadas imediatamente apOs a coleta por intermédio de peagdmetro digital portéatil; a
recuperacdo foi realizada apOs lavagem com d&gua corrente em peneira de 2 mm de
aproximadamente 200g de fezes. Posteriormente as amostras foram acondicionadas em
bandejas de aluminio, devidamente identificadas e levadas em estufa de ventilagdo forcada (55
°C); moidas em moinho de facas em peneira de 3mm e ao final de cada periodo foi realizada
uma amostra composta por animal.

A recuperacgdo dos graos nas fezes determinou-se pela divisdo do peso apés a lavagem,
pelo peso inicial da amostra e multiplicado por cem, para obtermos o resultado em porcentagem.

As amostras de concentrado e volumoso da dieta e fezes foram analisadas para a
determinacdo dos teores de matéria seca (MS: método 930.15), proteina bruta (PB: Nx6,25;
método 984.13) e matéria mineral (MM: método 942.05) conforme metodologias da AOAC
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(1991). Os teores de fibra em detergente acido (FDA) foram determinados conforme descrito
por Van Soest; Robertson; Lewis (1991); os teores de lignina (LIG) foram obtidos pela oxidagéo
com permanganato de potassio (VAN SOEST E WINE, 1968). Para as analises de fibra em
detergente neutro (FDN), as amostras foram tratadas com alfa amilase estaveis ao calor sem a
adicdo de sulfito de sodio e corrigidas para cinzas (MERTENS, 2002). Os teores de amido
digestiveis das dietas foram determinados conforme o método adaptado da AOAC 996.11
(WALTER,; SILVA; PERDOMO, 2005).

O indicador interno utilizado nesse experimento foi a fibra em detergente neutro
indigestivel (FDNi). Utilizou-se 1 novilho para incubar as amostras acondicionados em sacos
confeccionados de tecido néo tecido (TNT) por 288 horas, as amostras foram incubadas no
ramen em duplicatas de cada ingrediente da dieta e da composta de fezes de cada novilho
(CASALLI et al., 2009). Apos o periodo de incubacdo, os sacos foram retirados, lavados com
agua corrente até o total clareamento desta, e submetidos a extracdo com detergente neutro
(MERTENS, 2002).

No 6° dia experimental foram coletadas manualmente amostras de contetdo ruminal 0,
2,4, 6, e 8 horas, ap6s o com recebimento da dieta, a coleta foi realizada no ambiente ruminal
entre as camadas liquida e solida, e o conteddo imediatamente filtrado por uma camada tripla
de gaze. Depois de filtrado utilizou-se para as determinacbes do pH, que foram realizadas
imediatamente ap6s a coleta por intermédio de peagdmetro digital portatil. E para a
determinacdo do nitrogénio amoniacal (N-NH3), separou-se uma aliquota de 40 mL, que foi
fixada com 1 ml de HCI 1:1, sendo acondicionada em recipiente de vidro com tampa de
polietileno, identificada para posterior analise. A determinacdo dos teores de N-NH3 foi
realizada conforme o método INCT-CA NO007/1, descrito por Detmann et al. (2012).

No 6° dia de cada periodo experimental as, a partir de quatro horas ap6s o fornecimento
do primeiro trato do dia, foram realizadas coletas de sangue, por puncdo da veia cava caudal
com o uso de tubos Vacutainer® e as amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas a
2.700 x g por 15 minutos e aliquotas de soro foram congeladas (-20°C) para posterior
determinacdo da ureia e creatinina plasmatica por colorimetria através do uso de kits comerciais
Doles®.

No mesmo horario de coleta de sangue, realizou-se também a coleta de urina, utilizou-
se uma vasilha de 0,5 L amarrada na extremidade de um cabo de madeira de 1 metro, a coleta

foi na forma “spot” e micgdo espontanea dos novilhos, sendo armazenadas duas aliquotas. A
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primeira de 10 mL foi diluida em 40 mL de &cido sulfarico (0,036 N), para determinagdo da
concentracdo de creatinina, ureia, &cido Urico e alantoina, segundo padronizagdo de Valadares
et al. (1999). A segunda aliquota de 50 ml foi conservada em 1 mL de acido sulfurico (36N) e
utilizada para a determinacdo da concentracdo de N total urinario. As amostras foram
imediatamente congeladas a -20°C para andlise posterior. As analises de alantoina foram
realizadas pelo método colorimétrico, conforme técnica de Fujihara et al. (1987), descrita por
Chen e Gomes (1992). Para determinacdo da concentracdo de creatinina e acido Urico foram
utilizados kits comerciais Doles®.

A excrecdo total de derivados de purina (DP) foi calculada pela soma das quantidades
de alantoina e cido Urico excretado na urina, expressas em mmol/dia. As purinas microbianas
absorvidas (Pabs, mmol/dia) calculadas a partir da excrecdo de derivados de purinas na urina
(DP, mmol/dia), por meio da equacdo: DP = 0,85*Pabs + 0,385*PC%™, em que 0,85 é a
recuperacdo de purinas absorvidas como derivados urinarios de purinas e 0,385 PC%™ a
contribuicdo enddgena para a excrecdo de purinas (VERBIC et al., 1990).

Ja o volume total urinério foi determinado por intermédio da relacéo entre concentracao
de creatinina na urina e sua excre¢do por unidade de peso corporal, adotando-se como padrédo
o valor para creatinina de 27,36 mg/kg, e para calcular o volume de 24 horas adota-se a equagéo
de 27,36 mg/kg - PC: VU (l/dia) = (27,36 x PC) / [creatinina], obtido por Rennd (2003) em
novilhos cruzados e zebuinos, PC € o peso corporal do animal e [creatinina] é a concentracdo
de creatinina, em mg/L, encontrada na amostra de urina spot dos animais.

As excrecdes diarias de N-ureia e N-creatinina foram obtidas por meio do produto das
concentracOes de ureia e creatinina pelo volume urinério de 24 horas, multiplicado por 0,466
ou 0,3715, correspondente aos teores de N na ureia e creatinina, respectivamente. A partir da
excrecdo média diaria de creatinina, obtida no experimento em mg/kg PC/dia, e da concentracdo
de creatinina (mg/L) na amostra spot de urina.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo comando PROC MIXED
do programa Statistical Analysis System versdo 9.2 (SAS, 2009). Utilizou-se delineamento
inteiramente ao acaso, seguindo 0 modelo abaixo:

Yij= pu+ Dit eiji

em que p = média geral, Dj = efeito fixo de dieta e ej; = erro.

Os dados de fermentacao ruminal foram submetidos ao comando REPEATED do PROC

MIXED para avaliagéo de medidas repetidas no tempo, seguindo o modelo abaixo:
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Yij= P+ Dit G+Di(t)+ e

em que: = média geral, Di = efeito fixo de dieta, tj = efeito fixo de tempo de colheita
(0,24, 6,810 12 hs), Di(t;) = interagdo e ej; = erro.

Para avaliar as diferencas entre os tratamentos, os dados foram submetidos ao teste de

Tukey. Os resultados séo apresentados como LSMEANS e a significancia declarada P < 0,05.

1.5 RESULTADOS

As dietas avaliadas ndo apresentaram efeito sobre o consumo de MS, ja para PB
apresentaram efeito (P < 0,05) onde na primeira semana o consumo foi 22,38% inferior que a
ultima semana; 1,04 kg/dia x 1,34 kg/dia (Tabela 4). No entanto ndo apresentaram efeito para
digestibilidade da MS (P = 0,400) e PB (P = 0,096). Para o consumo e a digestibilidade de FDN
apresentaram redugéo (P < 0,0001 e P = 0,003 respectivamente). Quanto ao amido as dietas ndo
apresentaram efeito sobre consumo (P > 0,05) entre as semanas, mas a digestibilidade foi
reduzida (P < 0,05), principalmente na semana com a maior excrec¢do de milho nas fezes (P <

0,05), e para o pH das fezes ndo apresentaram diferenca (P > 0,05).

Tabela 4. Consumo e digestibilidade de nutrientes, pH fecal e recuperagéo de grdos nas fezes

de novilhos consumindo diferentes dietas de adaptagéao.

Item Semanas de adaptacéo EPM P-valor

12 28 3 42 SEM
Consumo (g/dia)

Matéria seca 7430 7570 8140 7420 0,47 0,400

Proteina bruta 1040° 1070°° 1120° 13402 0,07 0,006

FDN 44502 3370° 2970P 1260° 0,33 <,0001

Amido 6320 6430 6930 6390 0,41 0,449

Digestibilidade (g/kg)

Matéria seca 782 779 773 738 2,69 0,469

Proteina bruta 809 822 722 749 1,05 0,096

FDN 6682 6582 552° 281° 2,73 0,003

Amido 9052 8862 8482 771¢ 1,56 0,003

pH fezes 6,32 6,43 6,33 6,40 0,07 0,920

Excrecdo de grdo de milho inteiro (g/kg)
Fezes 112,442 136,792 232,83P 382,78° 12,67 0,030

EPM= Erro Padrdo da Média. SEM= Semana. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na Tabela 5 (42 semana) a dieta teve efeito sobre consumo de nitrogénio (P = 0,006),
mas também ha aumento nos compostos nitrogenados excretados fezes (P = 0,007) e urina (P
=0,006), assim quando observado o balango dos compostos nitrogenados ndo se tem diferenca
(P > 0,05) da primeira para a quarta semana.

A excrecdo de nitrogénio aumenta @ medida que a proporcéo de milho grao inteiro e de
pellet proteico-mineral-vitaminico aumenta na dieta, mesmo comportamento é apresentado
para o consumo de N (Tabela 5), porém os N retidos e absorvidos ndo apresentaram efeito (P=
0,612 e P =0,632).

Tabela 5. Balango dos compostos nitrogenados em novilhos consumindo diferentes dietas de

adaptacéo.
Item Semanas de adaptacao EPM P-valor
12 22 3 42 SEM
Consumo (g/dia)
Nitrogénio 166,86" 171,45P 180,41° 215,80° 1,47 0,006
Excrecdo (g/dia)
Fezes 33,62° 33,19° 35,62° 63,51° 1,69 0,007
Urina 13,80¢ 20,74 25,94P 33,592 1,05 0,006
Balanco (g/dia)
Retido 133,24 138,26 144,79 152,29 2,07 0,612
Absorvido 119,44 117,52 118,85 118,7 2,24 0,632

EPM= Erro Padrdo da Média. SEM= Semana. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As dietas apresentaram efeito para as excrecdes dos derivados de purina (Tabela 6). O
acido urico ndo apresentou diferenca estatistica (P > 0,05), ja para alantoina ocorreu reducéo
para quarta semana (P < 0,05). O mesmo comportamento foi apresentado para a sintese de N e
de proteina microbiana.

Os niveis de clearence de ureia (P = 0,006) aumentaram a partir do momento que a dieta
tem inclusdo de feno abaixo de 50% (Tabela 7) e hd aumento em inclusdo de pellet proteico-
mineral-vitaminico na dieta, e esse aumento nos valores de clearence esta relacionado a
composicdo da dieta, principalmente com aumento de consumo de N (P = 0,006) como

demostra na Tabela 5.
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Tabela 6. Valores médios de derivados de purina e sintese de proteina microbiana dos novilhos

em diferentes dietas de adaptacéo.

Item Semanas de adaptacao EPM P-valor
12 28 32 42 SEM
mmol/L
Alantoina 11,332 11,392 10,792 9,87" 0,24 0,030
Acido Urico 0,33 0,32 0,31 0,33 0,01 0,223
Purina totais 11,662 11,722 11,112 10,21° 0,24 0,031
mmol/dia
Alantoina 91,502 91,35% 82,31 73,75¢ 2,69 0,001
Acido Urico 2,69 2,59 2,42 2,50 0,05 0,612
Purina totais 94,192 93,94% 84,73 76,25¢ 2,73 0,001
Purinas abs 96,072 95,69% 84,30 74,93¢ 2,73 0,001
g/kg de modr
Nitrogénio 69,842 69,572 61,29% 54,48P 2,73 0,001
Proteina bruta 436,56 434,84 383,09 340,53 17,11 0,001

Modr = Matéria organica degradada no rimen. EPM= Erro Padrdo da Média. SEM= Semana.

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.

Tabela 7. Clearence de ureia/creatinina em novilhos consumindo diferentes dietas de

adaptacéo.

Item Semanas de adaptacao EPM Valore de P

12 28 3 48 SEM
Urina (mg/dL)

Ureia 59,94 65,12 67,12 63,47 1,40 0,351

Creatinina 3,542 3,55% 3,72% 3,84° 0,04 0,022

N-Ureico 27,93 30,34 31,27 29,58 0,65 0,351

N- Creatinina 1,312 1,322 1,38% 1,42° 0,01 0,022

Sangue (mg/dL)

Ureia 65,96 68,13 67,62 62,44 1,23 0,391

Creatinina 0,752 0,22° 0,16° 0,23° 0,07 0,003

N-Ureico 30,73 30,73 31,51 29,10 0,57 0,391

N- Creatinina 0,282 0,08" 0,06° 0,09° 0,02 0,017

Excrecdo (mg/kg PV)
Ureia 50,82° 62,682 63,707 63,042 0,23 0,008
Creatinina 28,507 28,47 28,34° 28,572 4,89 0,004
Clearence (24 horas)
Ureia 0,77° 0,928 0,942 1,00? 0,07 0,006
Creatinina 58,97° 179,752 197,242 153,23 21,18 0,016
Excrecéo fracional (%)
Ureia 2,218 0,70° 0,59° 0,90 0,25 0,039

EPM= Erro Padrdo da Média. SEM= Semana. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na Figura 1 a dieta néo teve efeito (P = 0,201) sobre N-NH3 durante as semanas apenas
para os tempos (P=0,001), no tempo Oh diferiu-se da segunda a quarta semana, ja a primeira e
segunda semana ndo se diferem entre si. No tempo 2h apenas a quarta semana difere das
demais, apresentando um pico para as concentracdes de N-NH3 apds duas horas de
fornecimento da dieta. No tempo 4h, apenas a terceira semana difere das demais, j& com tempo
6h a primeira e segunda semana apresentam mais N-NH3 de que a terceira e quarta semana. E

0 menor valor de N-NH3 se apresenta na quarta semana no tempo 8h.

—e—Semanal —o—Semana?2 --e--Semana3 ---©O--Semana4

Semana P = 0.201
50 a Tempo P =0,0001
Interacdo P= 0.0001
3 40 -
>
E 30-
T
z 20 A
Z
10 A
0 )

Tempo apos alimentacdo (horas)

Figura 1. Valores médios de Nitrogénio Amonical Ruminal em novilhos consumindo

diferentes dietas de adaptacéo.

Os valores de pH na Figura 2 sofrem efeito da dieta tanto em tempo quanto por semana
(P < 0,05), aumentando na troca de dieta da primeira para a segunda semana chegando ao pH
de 6,82, mas depois reduziu conforme a inclusdo de amido aumentou na dieta chegando a ter
valor minimo na quarta semana de 6,34 (Figura 2). A segunda semana apresenta maior pH entre
as semanas, mas nao se difere entre os tempos. E no quarto periodo ha um pico de pH, duas
horas apds o fornecimento da dieta, o pH de 6,34 passa para 6,62 e depois retorna a 6,4 (P <
0,05).
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Figura 2. Valores médios de pH do liquido ruminal em novilhos consumindo diferentes dietas
de adaptacéo.

1.6 DISCUSSAO

Mandarino et al. (2013), também ndo encontraram diferenca no consumo e
digestibilidade de MS entre as dietas, em trabalho desenvolvido no Brasil com bovinos
recebendo trés dietas, sendo uma de concentrado peletizado, outra de milho gréo e pellet
proteico-mineral-vitaminico e uma convencional com silagem de milho como volumoso.

Foi observado aumento de PB e a reducdo de FDN, isso se explica pela composi¢do da
dieta com maior proporcdo de milho grao inteiro e pellet proteico-mineral-vitaminico, onde a
ureia aumenta o valor de PB da dieta, quanto a digestibilidade de acordo com Detmann et al.
(2005) o baixo crescimento microbiano pelo fornecimento inadequado da PB, impede o
aproveitamento correto da dieta. Ja a reducdo de FDN, da primeira para quarta semana, se
explica pela reducdo nas dietas de alimentos menos fibrosos que possui baixo teor de FDN, esse
que é o valor mais utilizado para o peso total da parece celular, ¢ composto por celulose,
hemicelulose, lignina e proteina desnaturada por calor (HULSEN e AERDEN, 2016).

A digestibilidade de amido reduzida é explicada pelo aumento de taxa de passagem de
milho grdo inteiro, pois no Gltimo periodo determinou-se recuperacéo de 382,78 g/kg (P < 0,05).

Essa premissa se torna verdadeira ja que a taxa de passagem ou de transito se refere ao fluxo de
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residuos ndo digeridos atraves do trato digestorio que inclui o fluxo ruminal inclui além da fibra
indigestivel, bactérias e outras fra¢des ndo degradadas do alimento. (VAN SOEST, 1994).

O aumento de consumo de nitrogénio (Tabela 5) se explica pela composicdo da dieta no
quarto periodo ter maior quantidade de PB (Tabela 4), com maior proporc¢éo de nitrogénio ndo
proteico. J& com relacdo ao balango de compostos nitrogenados Detmann et al. (2005)
ressaltaram que baixo crescimento microbiano pode ocorrer caso 0S compostos nitrogenados
sejam fornecidos de forma inadequada, impedindo o aproveitamento correto da dieta ofertada.

Em bovinos as purinas séo utilizadas para estimar a sintese de proteina microbiana no
ramen, elas sdo convertidas em acido Urico na mucosa intestinal, chegando ao figado de forma
ndo disponivel ao animal para que possa realizar incorporacéo nos nucleotideos de seus tecidos
(KOZLOSKI, 2016). Porém grande parte do acido Urico é convertida a alantoina no figado e
nos rins dos bovinos, assim nesse experimento (Tabela 6) na quarta semana ocorreu uma
reducdo significativa (P < 0,05) na quantidade de alantoina produzida, o que indica que a dieta
com alta quantidade de concentrado iré interferir na sintese de proteina microbiana, condizendo
com a reducdo de nitrogénio e proteina bruta (P < 0,05), na quarta semana. E essas informacGes
estdo de acordo com Rennd et al. (2000) que dizem que pode ocorrer diminui¢ao na passagem
de proteina microbiana para o intestino delgado, quando se utilizam dietas com mais de 70%
de concentrado, em virtude da alta taxa de degradacgéo de carboidratos ndo-estruturais.

A partir da dieta com menos de 50% de volumoso, ndo foi observado diferenga nesse
experimento (Tabela 7) quanto o clearence de ureia, o que é explicado pelo que diz Van Soest
(1994), que os microrganismos necessitam de uma adequada fonte de nitrogénio para assim
utilizarem na forma de aménia. Pois aménia ruminal é proveniente da degradacao de proteinas,
peptideos, aminoacidos e de outras substancias nitrogenadas, além da reciclagem via saliva ou
difusdo pela parede ruminal. E quando ndo aproveitados pelo organismo sdo eliminados na
urina. Por isso avaliou o clearence da ureia, que esta relacionada a dieta, e ndo a creatinina que
é mais fidedigna para avaliacdo renal.

Contribuindo para que essa premissa citada anteriormente se torne verdadeira, a ureia
que é sintetizada no figado é de alta relevancia para parametro de interferéncia da dieta no
organismo, atuando como indicador do metabolismo proteico. Devido sua concentragdo
sanguinea esta diretamente relacionada a quantidade de proteina e ureia fornecida na dieta, por
meio da dieta os microrganismos ruminais liberam amonia para serem convertidas em ureia no
figado (GONZALEZ et al., 2000).
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A composicdo da dieta na quarta semana com mais PB, justifica a disponibilidade de
amonia (Figura 1) na Gltima semana, onde primeiro ocorre um pico de N- NH3 com a digestéo
do alimento nas duas primeiras horas apds a alimentacdo, depois ¢é absorvido gradativamente
pelo epitélio ruminal, diminuindo novamente. Fregadolli et al. (2001), encontrou resultado
semelhante em seu trabalho com utilizagéo de dieta contendo amido e nitrogénio de diferentes
degradabilidades ruminais, onde os picos de concentracdo de N-NH3também foram
observados nos tempos de 2 horas apds as alimentagoes.

A retira de volumoso da dieta dos novilhos na quarta semana também favoreceu para
que apos 2h de alimentacdo tivesse o pico de N-NH3. Cabe lembrar que concentracdo minima
de N- NH3 ruminal para que o rumen tenha um correto funcionamento concentragdes acima de
5mg/dL, nesse trabalho durante os quatros periodos (Figura 1) a concentracdo de N- NH3
ruminal esteve acima de 5mg/dL (D'AUREA et al, 2017).

Bactérias amiloliticas atuam em pH mais baixo, menor que 5,8, e considera-se uma faixa
de pH ideal no ramen entre 5,5 e 7,0 (FURLAN et al., 2011). E as oscila¢Ges de pH (Figura 2)
nesse experimento € justificado com a informacao de Oliveira et al. (2016), onde dizem que a
presenca de carboidratos ndo fibrosos na dieta leva ao desequilibrio no pH, ja que apresentam
alta taxa de fermentacéo, levando a reducdo do pH ruminal.

No caso do milho, temos evidéncias de que o fator fisico influéncia sua qualidade
nutricional, ndo dependendo apenas de sua composi¢do quimica como em outros alimentos.
(PIOVESAN; OLIVEIRA; GEWEHR, 2011). Em dieta de grdo de milho inteiro, sua estrutura
fisica precisa ser rompida durante o processo de mastigacao, pois para que a degradacdo ruminal
do amido do grdo de milho ocorra precisamos que o grdo sofra rupturas fisicas em seu
endosperma, consequentemente também a colonizacéo e ataque microbiano.

Como citado anteriormente, a estrutura fisica do milho contribuiu para que em nenhum
periodo houvesse valores de pH menores que 6,3. Mesmo quando esta na quarta semana onde
ha o maior nivel de amido, o pH se manteve na faixa ideal, j& que 0 amido ndo é disponivel de
forma imediata, pois se faz necessario a mastigacao e processo de ruminacao para sua liberacdo
ao ataque microbiano, e isso ocorre de forma mais lenta comparado ao fornecimento de milho
farelado ou triturado (HULSEN e AERDEN, 2016).

E também os valores de N-NH3 estdo relacionados ao pH, logo o aumento desse entre

as semanas (Figural), faz com que ndo haja queda de pH inferior a 6,3.



25

A forma de fornecimento de milho inteiro neste experimento, em mais de uma vez ao
dia, contribuiu para controle de pH, além da utiliza¢ milho classificado como duro e semiduro.
Isso faz com que seja necessario maior tempo de ruminacao e consequente mais producdo de
saliva, contribuido assim para equilibrio de pH.

Na quarta semana o pico de pH, duas horas ap6s o fornecimento da dieta, tem relacéo
com mais fornecimento de concentrado que possui na sua composicéo aditivos para tamponar

0 pH, tendo efeito de duas horas apés a alimentacéo.

1.7 CONCLUSAO

Por meio da avaliacdo das dietas de adaptacéo, conclui-se que o pH se mantém dentro
do fisioldgico para ruminantes em todos os periodos. O consumo e digestibilidade sofrem
influéncia de acordo com a composi¢do da dieta, e a sintese de proteinas microbianas sdo
reduzidas com inclusdo de mais concentrado. Logo ndo se faz necessaria a adaptacao.
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Protocol of adaptation to diets containing whole grain corn for feedlot cattle
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ABSTRACT: The present study evaluated the adaptation of steers to feedlot diets using whole
grain corn. Five cannulated steers were randomly assigned to treatments consisting of diets with
forage and concentrate in the respective proportions (%) of 50:50, 40:60, 20:80 and 0: 100, and
each diet corresponded to one experimental week. Evaluations were made for ruminal
fermentation, nutrient intake and digestibility, nitrogen balance and microbial protein
synthesisin steers fed diets containing whole grain corn. There were no differences in intake
and digestibility of DM, but there was an increase in CP intake between treatment periods (P
<0.05) and reduction in NDF intake (P <0.05). The excretion of total purines from the 1% to the
4" week ranged from 11.66 to 10.21 mmol/L, ammonia nitrogen from 7.87 to 48.54 mg/dL and

pH varied between 6.34 and 6.82. We conclude that adaptation is not necessary.
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INTRODUCTION

The main component of corn is starch, a polysaccharide formed by amylose and
amylopectin. Amylose consists of a linear chain of glucose units, in turn, amylopectin is formed
by a branched chain (Antunes et al., 2011). The branched nature of amylopectin provides
greater facility for ruminal microbial attack, compared to amylose.

For degradation of starch in the rumen, there is hydrolysis by bacterial a- and B-
amylases and also by a-glycosidases. Residual carbohydrates that are not degraded in the rumen
pass into the small intestine and undergo pancreatic enzyme action, or may reach the large
intestine and ferment in the same manner as in the rumen (Kozloski, 2016).

Diets containing high amounts of starch increase the production of volatile fatty acids
(VFA) and decreases ruminal pH (Owens et al.,, 1998). The fermentation of soluble
carbohydrates leading to the decrease in ruminal pH is due to the higher production of short
chain fatty acids (SCFA), mainly propionate via the lactic acid pathway, which can accumulate
in the rumen, reducing the digestion of fiber (Van Soest, 1994). The production of propionate
from degradation of starch reduces the production of acetate and butyrate, being associated with
the high content of carbohydrates of rapid fermentation is related with the death of fibrolytic
bacteria and protozoa caused by the reduction of ruminal pH (Oliveira et al, 2013).

In grain-rich diets there is a small percentage of fiber inclusion, with the role of
preventing nutritional disorders, such as acidosis, and maximizing net energy consumption
(Galyean and Hubbert, 2014).

Due to the risk of nutritional disorders in diets with a high proportion of starch,
adaptation is considered a critical period, so it is recommended that an adaptation should not be
less than 14 days (BROWN; PONCE; PULIKANTI, 2006). Turgeon et al. (2010) established a

corn supply protocol for adaptation to the whole grain diet, described as follows: 1% to 5" day:
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offer 1.3 to 1.5% body weight, 6™ to 10" day: offer 1.5 to 1.7% body weight, 10" to 14" day:
offer 1.8 to 2.0% body weight. After the 15" day: gradually increase dry matter every three
days according to acceptance of the animals up to 2.3% body weight.

For balance in a high grain diet, the ratio used will generally be 85% whole grain corn
and 15% protein-mineral-vitamin pellet, so there is a highly energetic diet (Mandarino et al.,
2013).

The goal of the present study was to evaluate the adaptation of cattle fed diets containing

whole grain corn on the hypothesis that adaptation is not necessary.

MATERIAL AND METHODS

The experiment was conducted in the Ruminant Nutrition sector and the Animal
Nutrition Laboratory, Animal Science Department, Federal University of Grande Dourados,
State of Mato Grosso do Sul, latitude 22°14°S, longitude 54°49°W and 450 m altitude, between
January and February 2018.

This experiment was conducted in accordance with the provisions of Law 11,794, dated
October 08, 2008, Decree 6,899, of July 15, 2009, and with the regulations of the National
Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA), approved by the Ethics
Committee on the Use of Animals (CEUA/UFGD) of the Federal University of Grande
Dourados, at a meeting on December 11, 2015, on protocol 23/2015. Five crossbred cattle with
cannulas in the rumen were used, weighing average 350 kg, kept in individual stalls of 8 m?2
(2x4), roofed, concrete floor, provided with drinking fountain and feeder.

At the end of each experimental period, the animals were weighed on the 7" day and
the diet adjusted for each animal according to the weight obtained. The animals were fed three

times a day, receiving on average 2.3% dry matter (DM) of diet per kg body weight (BW). The
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diet of each animal was weighed and provided individually, the next morning the leftovers were
collected and weighed, thus we determined the intake by means of the difference of the total of
diet supplied minus the leftovers. And this leftover was used to adjust the diet of each
experimental day. No chemical analysis was performed on the leftovers, but considering the
ingredient, we observed a greater amount of hay.

The adaptation diet was composed of oat hay, whole grain corn and protein-mineral-
vitamin pellet, the food composition is described below in Table 1.

The experiment was divided in four weeks, each week a different diet was provided.
The animals were fed until the 3" period 3 times a day, considering the capacity of the trough,
when we removed the forage from the fourth period, passed to 2 daily meals. For the diet, the
forage was oat hay and the concentrate was composed of 85% whole grain corn and 15%
protein-mineral-vitamin pellet, as listed in Table 2, and in Table 3, the percentage of the
chemical composition of ingredients on a dry matter basis.

From the 3 to the 5" day, two fecal samples were collected from each steer
immediately after defecation, and the samples were collected once in the morning and once in
the afternoon. A sample was used to determine the fecal pH, using a portable digital pHmeter
and another sample for percentage of grain recovery from feces. The pH determinations were
performed immediately after the collection by means of portable digital pHmeter; the recovery
was performed after washing with running water, on a 2 mm sieve, of approximately 200 g of
faces. Subsequently, the samples were placed on aluminum trays, properly identified and taken
to a forced ventilation oven (55°C); ground in a knife mill with a 3 mm sieve and at the end of
each period, a composite sample was made per animal.

Grain recovery from feces was determined by dividing the weight after washing, by the

initial weight of the sample and multiplied by 100, in order to obtain the result in percentage.
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Samples of concentrate and forage of the diet and feces were analyzed for dry matter
(DM: method 930.15), crude protein (CP: Nx6.25, method 984.13) and mineral matter (MM:
method 942.05) according to methodologies of AOAC (1991). The content of acid detergent
fiber (ADF) was determined as described by Van Soest et al. (1991); lignin (LIG) content was
obtained by oxidation with potassium permanganate (VAN SOEST and WINE, 1968). For
neutral detergent fiber (NDF) analyses, the samples were treated with heat stable alpha-amylase
without the addition of sodium sulfite and corrected for ash (Mertens, 2002). The digestible
starch contents of the diets were determined according to the adapted method of AOAC 996.11
(Walter et al., 2005).

The internal indicator used in this experiment was indigestible neutral detergent fiber
(NDFi). Samples packed in non-woven fabric bags were incubated in the rumen of one steer
for 288 hours, samples were incubated in duplicates of each dietary ingredient and the
composite sample of feces of each steer (Casali et al., 2009). After the incubation period, the
bags were removed, washed with running water until fully bleached, and subjected to neutral
detergent extraction (Mertens, 2002).

On the 6™ experimental day, samples of ruminal contents were collected manually 0, 2,
4, 6 and 8 hours after receiving the diet, the collection was carried out in the ruminal
environment between the liquid and solid layers, and the content immediately filtered through
a triple layer of cheesecloth. After filtration, the content was used for the pH determinations,
which were performed immediately after the collection by means of portable digital pHmeter.
For the determination of ammonia nitrogen (NHs-N), an aliquot of 40 mL was separated, which
was fixed with 1 mL 1: 1 HCI, and stored in a glass container with a polyethylene cap, identified
for further analysis. The determination of the NHs-N contents was performed according to the

INCT-CA NOO07/1 method described by Detmann et al. (2012).
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On the 6™ day of each experiment, as of 4 hours after the first meal of the day, blood
samples were drawn by puncturing the caudal vena cava using Vacutainer® tubes and the blood
samples were immediately centrifuged at 2,700 x g for 15 minutes and serum aliquots were
frozen (-20°C) for further determination of plasma urea and creatinine by colorimetry using
commercial Doles® Kits.

At the same time of blood collection, urine was also collected with a 0.5 L canister
attached to the end of a 1-meter wooden handle, the collection was spot-on and spontaneous
urination of the steers, and two aliquots were stored. The first of 10 mL was diluted in 40 mL
sulfuric acid (0.036 N) to determine the concentration of creatinine, urea, uric acid and
allantoin, according to the standardization of Valadares et al. (1999). The second aliquot of 50
mL was stored in 1 mL sulfuric acid (36 N) and used to determine the total urinary N content.
Samples were immediately frozen at -20°C for further analysis. Allantoin analyses were
performed using the colorimetric method, according to Fujihara et al. (1987), described by Chen
and Gomes (1992). Doles® commercial kits were used to determine creatinine and uric acid
concentrations.

The total excretion of purine derivatives (PD) was calculated by summing the amounts
of allantoin and uric acid excreted in the urine, expressed in mmol/day. Absorbed microbial
purines (Pabs, mmol/day) calculated from the excretion of purine derivatives in urine (PD,
mmol/day), by the equation: PD = 0.85*Pabs + 0.385*BW® %, in which 0.85 is the recovery of
purines absorbed as urinary purine derivatives and 0.385*BW°7® is the endogenous
contribution to purine excretion (Verbic et al., 1990).

The total urinary volume was determined by means of the relationship between
creatinine concentration in urine and its excretion per unit body weight, with a creatinine value

of 27.36 mg/kg being used as standard and to calculate the volume of 24 hours, we used the
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equation 27.36 mg/kg - BW: VU (l/day) = (27.36 x BW/[creatinine], obtained by Renné (2003)
in crossbred and zebu steers, BW is the body weight of the animal and [creatinine] is the
creatinine concentration, in mg/L, found in the spot urine sample of the animals.

The daily excretions of urea-N and creatinine-N were obtained by the product of the
urea and creatinine concentrations by the 24-hour urinary volume, multiplied by 0.466 or
0.3715, corresponding to the levels of N in urea and creatinine, respectively. From the mean
daily creatinine excretion obtained in the experiment in mg/kg BW/day and the creatinine
concentration (mg/L) in the spot urine sample.

The data obtained were tested by analysis of variance by the PROC MIXED command
of the program Statistical Analysis System version 9.2 (SAS, 2009). A completely randomized
design was used, following the model below:

Yiji= p+ Dit eij

where p = overall mean, D; = fixed effect of diet and ejj = error.

Ruminal fermentation data were subjected to the REPEATED PROC MIXED command
for the evaluation of measurements repeated in time, following the model below:

Yii= pt+ Dit+ ti+Di(t) + eij

where: p = overall mean, D; = fixed effect of diet, tj = fixed effect of harvest time (0, 2,
4,6, 8, 10, 12 hs), Di(t;) = interaction and ejj = error.

To evaluate the differences between treatments, data were tested by Tukey’s test. The

results are presented as LSMEANS and the declared significance P < 0.05.

RESULTS
The evaluated diets showed no effects on DM intake, for CP, the diets had an effect (P

<0.05), where in the first week, intake was 22.38% lower than in the last week; 1.04 kg/day x
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1.34 kg/day (Table 4). However, they had no effect on digestibility of DM (P = 0.400) and CP
(P =0.096). For the NDF intake and digestibility, they caused a reduction (P <0.0001 and P =
0.003, respectively). As for starch, diets had no effect on intake (P> 0.05) between weeks, but
digestibility was reduced (P <0.05), especially in the week with the highest excretion of corn in
the feces (P > 0.05).

In Table 5 (week 4), the diet had an effect on nitrogen intake (P = 0.006), but there was
also an increase in nitrogen compounds excreted in feces (P = 0.007) and urine (P = 0.006) (P>
0.05); in this way, when nitrogen balance is observed, there was no difference (P> 0.05) from
the first to the fourth week.

Nitrogen excretion increased according to the increase of whole grain corn and protein-
mineral-vitamin pellet in the diet, a similar trend was found for N intake (Table 5), but retained
and absorbed N had no effect (P= 0.612 and P = 0.632).

The diets had an effect on purine derivatives excretions (Table 6). Uric acid did not
present statistical difference (P> 0.05); for allantoin there was reduction for the fourth week (P
<0.05). The same behavior was observed for the synthesis of N and microbial protein.

Urea clearance levels (P = 0.006) increased from the time the diet had hay inclusion
below 50% (Table 7) and there was an increase in protein-mineral-vitamin pellet inclusion in
the diet, and this increase in clearance values are related to diet composition, mainly with
increase in N consumption (P = 0.006) as shown in Table 5.

In Figure 1, the diet had no effect (P = 0.201) on NHs-N during the weeks only for the
times (P = 0.001), at time Oh, the second week differed from the fourth, but the first and second
week did not differ from each other. At time 2h, only the fourth week differed from the others,
presenting a peak for NH3-N concentrations after two hours of diet supply. At time 4h, only the

third week differed from the others, in turn, at time 6h, the first and second week presented
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more NHs-N than the third and fourth weeks. And the lowest value of NHs-N was observed in
the fourth week in time of 8h.

The pH values (Figure 2) were influenced by the diet both in time and week (P <0.05),
increasing in the diet change from the first to the second week reaching the pH of 6.82, but then
reduced according to the increasing inclusion of starch in the diet, reaching a minimum value
(6.34) in the fourth week (Figure 2). The second week showed higher pH between weeks, but
did not differ between the times. And in the fourth period, there was a pH peak, two hours after

the diet supply, the pH of 6.34 increases to 6.62 and then returns to 6.40 (P <0.05).

DISCUSSION

Mandarino et al. (2013) also found no difference in DM intake and digestibility between
diets in a study carried out in Brazil with cattle receiving three diets, one of pelleted concentrate,
another of corn grain and protein-mineral-vitamin pellet, and one conventional with corn silage
as forage.

It was observed an increase in CP and a reduction in NDF, this is explained by the
composition of the diet with a higher proportion of whole grain corn and protein-mineral-
vitamin pellet, where urea increases the CP value of the diet. As for digestibility, according to
Detmann et al. (2005), the low microbial growth due to the inadequate supply of CP prevents
the correct use of the diet. The reduction in NDF, from the first to the fourth week, is explained
by the reduction of low-fiber foodstuffs, which has low NDF content, which is the value most
used for the total weight of the cell sample, which is composed of cellulose, hemicellulose,
lignin and heat-denatured protein (Hulsen and Aerden, 2016).

Reduced starch digestibility is explained by the increase in passage rate of whole grain

corn, since in the last period a recovery of 382.78 g/kg (P <0.05) was determined. This
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assumption becomes true since the transit or passage rate refers to the flow of undigested
residues through the digestive tract, which includes the ruminal flow and includes, in addition
to the indigestible fiber, bacteria and other undegraded fractions of the food (Van Soest, 1994).

The increase in nitrogen intake (Table 5) is because the diet in the fourth period had
higher amount of CP (Table 4), with a higher proportion of non-protein nitrogen. Concerning
nitrogen compounds balance, Detmann et al. (2005) pointed out that low microbial growth can
occur if nitrogen compounds are inadequately supplied, impeding the correct use of the diet
offered.

In cattle, purines are used to estimate the synthesis of microbial protein in the rumen,
they are converted to uric acid in the intestinal mucosa, reaching the liver in a form not available
to the animal for incorporation into the nucleotides of its tissues (Kozloski, 2016). However,
most of the uric acid is converted to allantoin in the liver and kidneys of the cattle, so in this
experiment (Table 6), in the fourth week there was a significant reduction (P <0.05) in the
amount of allantoin produced, indicating that the diet with high amount of concentrate will
interfere with the synthesis of microbial protein, in agreement with the reduction of nitrogen
and crude protein (P <0.05), in the fourth week. And this information is in agreement with
Rennd et al. (2000), who reported that a decrease in the passage of microbial protein to the
small intestine may occur when diets with more than 70% concentrate are given, because of the
high degradation rate of non-structural carbohydrates.

From the diet with less than 50% forage, no difference was detected in this experiment
(Table 7) with respect to urea clearance, which is explained by Van Soest (1994);
microorganisms need an adequate source of nitrogen to use in the form of ammonia. Because
ruminal ammonia comes from the degradation of proteins, peptides, amino acids and other

nitrogen substances, besides the recycling via saliva or diffusion through the ruminal wall, and
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when unused by the body, are eliminated in the urine. Therefore, we evaluated the clearance of
urea, which is related to diet, and not the creatinine that is more reliable for renal evaluation.

Contributing to this premise, urea, which is synthesized in the liver, is highly relevant
for the interference of diet on the body, acting as an indicator of protein metabolism. Due to its
blood concentration, it is directly related to the amount of protein and urea supplied in the diet;
through the diet the ruminal microorganisms release ammonia to be converted to urea in the
liver (Gonzélez et al., 2000).

The composition of the diet in the fourth week with more CP, justifies the availability
of ammonia (Figure 1) in the last week, where a NH3-N peak first occurs with the digestion of
the food in the first two hours after feeding, then is absorbed gradually by the ruminal
epithelium, decreasing again. Fregadolli et al. (2001) reported similar results with a diet
containing starch and nitrogen with different ruminal degradability, where the peaks of
concentration of NH3-N were also observed in the time of 2 hours after the meals.

The removal of forage from the diet of steers in the fourth week also favored the peak
of NHs-N after 2h of feeding. The minimal concentration of ruminal NH3z-N for a correct
functioning of the rumen is 5mg/dL; in this study, during the four periods (Figure 1) the
concentration of ruminal NH3-N was above Smg/dL (D’Aurea et al., 2017).

Amylolytic bacteria work at lower pH, less than 5.8, and an ideal pH range in the rumen
is considered to be between 5.5 and 7.0 (Furlan et al., 2011). And the pH oscillations (Figure
2) in this experiment is justified with the information of Oliveira et al. (2016), where they say
that the presence of non-fiber carbohydrates in the diet leads to pH imbalance, since they have
a high fermentation rate, leading to a drop in ruminal pH.

In the case of corn, there is evidence that the physical factor influences its nutritional

quality, not only depending on its chemical composition as in other foods. (Piovesan et al.,
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2011). In a whole corn grain diet, the physical structure of corn needs to be broken during the
chewing process, because in order for rumen degradation of corn starch to occur, it is necessary
the physical breakdown of the grain endosperm, consequently microbial colonization and
attack.

As previously mentioned, the physical structure of corn contributed to the fact that in
no period there were pH values lower than 6.3. Even in the fourth week in which there was the
highest level of starch, the pH remained in the ideal range, since the starch is not available
immediately, since it is necessary the chewing and rumination process for its release to
microbial attack, and this occurs more slowly compared to the supply of ground or crushed corn
(Hulsen and Aerden, 2016).

Also, NHs-N values are related to pH, thus, its increase between weeks (Figure 1) means
that there is no pH drop below 6.3.

The supply of whole grain corn in this experiment, more than once a day, contributed to
pH control, besides the use of corn classified as hard and semi-hard. This makes it necessary to
increase rumination time and consequently more saliva production, thus contributing to pH
balance.

In the fourth week, the pH peak, two hours after the diet supply, is related to the supply
of more concentrate, which contains in its composition pH buffering additives, with effects two

hours after feeding.

CONCLUSION
By means of the evaluation of the adaptation diets, it is concluded that the pH remains

within the physiological range for ruminants in all periods. Intake and digestibility are
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influenced according to diet composition, and the synthesis of microbial proteins is reduced

with the inclusion of more concentrate. Therefore, adaptation is not necessary.
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Table 1. Chemical composition of ingredients on a dry matter basis used in the experimental
diet for steers receiving different adaptation diets.

% Whole grain Oat hay Pellet*
corn
Dry matter 85 90 82
Crude protein 9 14 38
Ash 4 8 20
Neutral detergent fiber 15 68 75
Acid detergent fiber 3 35 28
*Agrocria Engordin Gréo Inteiro 38
Guarantee levels of the manufacturer (each kg): Crude Protein (Min.).......ccccceeeuee 3809
Moisture (max.)............ 0g ADF (MAX.). 0ttt 2509
Phosphorus (min.).............. 6,000 mg Sodium (MIN.)..cooeeniiiicees 9,700 mg
Calcium (max.).....cccoeveee 4249 N.N.P. Equiv. in Protein (max)...173 g
Calcium (Min.).......c.c.... 34g Virginiamycin (Min.)......ccccoevevnnnne 150¢g
Ether extract (min.)....10 g Monensin (Min.).......cccoeveeriecnnnenn. 1509

Fiber matter (max.).210 g
Mineral matter (max.).200 g

Table 2. Proportion (%) of ingredients used in diets for steers receiving different adaptation

diets according to the experimental diet.

Week Oat hay Corn Pellet
First 50 42,5 7,5
Second 40 51 9
Third 20 68 12
Fourth 0 85 15

Table 3. Percentage of the chemical composition of the ingredients on a dry matter basis, used
in the experimental diet of each week for steers in adaptation.

% 15t week 2nd week 3rd week 4t week
Dry matter 87.28 86.73 85.64 84.55
Crude protein 13.68 13.61 13.48 13.35
Ash 7.20 7.04 6.72 6.40
Neutral detergent fiber 46.00 41.60 32.80 24.00

Acid detergent fiber 20.88 18.05 12.40 6.75
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Table 4. Intake and digestibility of nutrients. Fecal pH and recovery of grains from feces of

steers receiving different adaptation diets.

Item Adaptation weeks Week P-value

1St 2nd 3rd 4rd SEM
Intake (g/day)

Dry matter 7430 7570 8140 7420 0.47 0.400

Crude protein 1040° 1070°° 1120° 1340° 0.07 0.006

NDF 4450 3370° 2970P 1260° 0.33  <.0001

Starch 6320 6430 6930 6390 0.41 0.449

Digestibility (g/kg)

Dry matter 782 779 773 738 2.69 0.469

Crude protein 809 822 722 749 1.05 0.096

NDF 6682 6582 5520 281° 2.73 0.003

Starch 9052 8862 8482 771° 1.56 0.003

pH feces 6.32 6.43 6.33 6.40 0.07 0.920

Excretion of whole grain corn (g/kg)
Feces 112.442 136.79° 232.83P 382.78° 12.67 0.030

SEM= Standard error of the mean. *Means followed by different letters, in the same row, are

significantly different from each other by Tukey’s test at 5% probability.

Table 5. Balance of nitrogen compounds in steers receiving different adaptation diets.

Item Adaptation weeks SEM P-value
1St 2nd 3rd 4rd Week
Intake (g/day)
Nitrogen 166.86° 171.45° 180.41° 215.80° 1.47 0.006
Excretion (g/day)
Feces 33.62° 33.19° 35.62° 63.512 1.69 0.007
Urine 13.80° 20.74%¢ 25.94P 33.592 1.05 0.006
Balance (g/day)
Retained 133.24 138.26 144.79 152.29  2.07 0.612
Absorbed 119.44 117.52 118.85 118.7 2.24 0.632

SEM-= Standard error of the mean. *Means followed by different letters, in the same row, are

significantly different from each other by Tukey’s test at 5% probability.

Table 6. Mean values of purine derivatives and microbial protein synthesis of steers receiving
different adaptation diets.

Item Adaptation weeks SEM P-value
1St 2nd 3rd 4rd Week
mmol/L




Allantoin 11.332
Uric acid 0.33

Total purine 11.66%
Allantoin 91.50?
Uric acid 2.69

Total purine 94.19%
Abs purine 96.07%
Nitrogen 69.84%
Crude protein 436.56%

11.39% 10.79% 9.87°
0.32 0.31 0.33
11.722 11.118 10.21°

mmol/day
91.35% 82.31b¢ 73.75¢
2.59 2.42 2.50
93.942% 84.730¢ 76.25¢
95.69% 84.30"¢ 74.93¢
g/kg de modr
69.572 61.29% 54.48P
434.842 383.09% 340.53°

0.24
0.01
0.24

2.69
0.05
2.73
2.73

2.73

17.11

50

0.030
0.223
0.031

0.001
0.612
0.001
0.001

0.001
0.001

Modr = Organic matter degraded in the rumen. SEM = Standard error of the mean. *Means

followed by different letters, in the same row, are significantly different from each other by

Tukey’s test at 5% probability.

Table 7. Clearance of urea/creatinine in steers receiving different adaptation diets.

Item Adaptation weeks SEM P-value

1St 2nd 3rd 4rd Week
Urine (mg/dL)

Urea 59.94 65.12 67.12 63.47 1.40  0.351

Creatinine 3.542 3.552 3.72% 3.84P 0.04  0.022

Urea-N 27.93 30.34 31.27 29.58 0.65  0.351

Creatinine-N 1.312 1.322 1.38% 1.42° 0.01 0.022

Blood (mg/dL)

Urea 65.96 68.13 67.62 62.44 1.23  0.391

Creatinine 0.752 0.22° 0.16° 0.23° 0.07  0.003

Urea-N 30.73 30.73 31.51 29.10 057  0.391

Creatinine-N 0.282 0.08° 0.06" 0.09° 0.02 0.017

Excretion (mg/kg BW)
Urea 50.82° 62.68? 63.707 63.042 0.23  0.008
Creatinine 28.502 28.47% 28.34P 28.572 4.89 0.004
Clearance (24 hours)
Urea 0.77° 0.922 0.942 1.002 0.07  0.006
Creatinine 58.97° 179.752 197.242 153.23¢ 21.18 0.016
Fractional excretion (%)
Urea 2.212 0.70P 0.59P 0.90% 0.25 0.039

SEM = Standard error of the mean. *Means followed by different letters, in the same row, are

significantly different from each other by Tukey’s test at 5% probability.
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3 ANEXOS

MINISTER~IO DA EDUCACAO
FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Dourados-MS. 2 de margo de 2016.

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliacdo de potenciais
Moduladores de Fermentacao Ruminal. para animais ruminantes”
protocolo n° 23/2015. sob responsabilidade de Rafael Henrique de Tonissi e
Buschinelli de Gées — que envolve a producdao. manutencao e/ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata. subfilo Vertebrata (exceto o homem).
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino). encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794. de 08 de outubro de 2008. do Decreto n°® 6.899.
de 15 de julho de 2009. e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA). e foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande
Dourados. em reuniao de 11 de dezembro de 2015.

Vigéncia do Projeto 10/03/2016 — 15/07/2019

Espécie/linhagem Bos taurus taurus / Jersey
NO de animais 6

Peso/idade 300 Kg / 3 anos

Sexo 6 Machos

Setor de Zootecnia da Universidade Federal da

Origem
Grande Dourados/UFGD
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el Vi fupudoden

Melissa Negrao Sepulvida

Coordenadora CEUA

Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFGD — Rua Jodo Rosa Goes. 1761 — Vila
Progresso.
Dourados/MS. E-mail:
ceua@ufgd.edu.br

NORMAS DA REVISTA

Revista Ciéncia Pecuaria (Livestock Science)

Para pesquisa original de artigos deve ser relato original. Os materiais ndo devem ter
sido publicados anteriormente em outro lugar. exceto em uma forma preliminar. Eles nédo
devem ocupar mais de 12 Paginas.

Assegure-se de que 0s seguintes itens estejam presentes:

Autor designado como o autor correspondente com detalhes de contato:

* O email endereco

» Endereco postal completo

Todos 0s arquivos necessarios foram enviados:(a)

Manuscrito:

* Incluir palavras-chave

» Todas as figuras (incluem relevantes legendas)

« Todas as tabelas (incluindo titulos. descri¢do. notas de rodapé)

+ Assegure-se de que todas as citacOes de figura e tabela no arquivo coincidam com o0s
arquivos forneceu

* Indique claramente se a cor deve ser usada para qualquer Imprimir Arquivos Graficos
Resumos / Destaques (quando aplicavel) Arquivos Suplementares(onde aplicavel)

Outras consideracoes

« O manuscrito foi 'verificado ortograficamente' e ' gramatica verificado'

» Todas as referéncias mencionadas na Lista de Referéncia sdo citadas no texto e vice-versa.


mailto:ceua@ufgd.edu.br
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+ Permisséo foi obtida para uso de material protegido por direitos autorais de outras fontes
(incluindo a Internet)

« Uma declaracédo de interesses conflitantes é fornecida. mesmo que os autores ndo tenham
interesses conflitantes em declarar

» As politicas de diario detalhadas neste guia foram revisado

» Sugestdes de arbitros e detalhes de contato fornecidos. com base na revista requisitos

Estudos em humanos e animais

Todos os experimentos com animais devem seguir as diretrizes da ARRIVE e devem ser
realizada de acordo com o Reino Unido Animais (Scientific Procedures) Artigo de 1986 e as
orientagdes associadas. UE Diretiva 2010/63 / EU para experimentos com animais. ou o
National Institutes of Health - Guia para o cuidado e uso de animais de laboratorio (NIH
Publications No. 8023. revisado em 1978) e os autores devem indicar claramente no
manuscrito que tais diretrizes foram seguido. O sexo dos animais deve ser indicado.

Crueldade em animal ndo aceitavel para Editores da Ciéncia Pecuéria.

Declaracao de interesse

Todos os autores devem divulgar quaisquer relacdes financeiras e pessoais com outras pessoas
ou organizacbes que possam influenciar de forma inadequada (enviesar) o seu
trabalho. Exemplos de potenciais interesses concorrentes incluem emprego. consultorias.
propriedade de ac¢des. honoraria. testemunho de perito pago. pedidos / registros de patentes e
subsidios ou outro financiamento. Os autores devem divulgar qualquer interesse em dois
lugares: 1. Uma declaracdo sumaria de declaracdo de interesse no arquivo da pagina de titulo
(se duplo-cego) ou 0 manuscrito Arquivo).

2. Divulgacdes detalhadas como parte de um formulario separado de Declaracdo de Interesse

que faz parte dos registros oficiais.
Uso de linguagem inclusiva
A linguagem inclusiva reconhece a diversidade. transmite respeito a todas as pessoas. €

sensivel as diferencas e promove a igualdade de oportunidades.

Mudangas na autoria


https://translate.google.com/translate?hl=pt-BR&prev=_t&sl=en&tl=pt-BR&u=http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm
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Espera-se que os autores considerem cuidadosamente a lista e a ordem dos autores antes
de submeter seu manuscrito e fornecam a lista definitiva de autores no momento da submissao
original. Qualquer adicdo. exclusdo ou rearranjo de nomes de autores na lista de autoria deve
ser feita somente antes a manuscrito tem fui aceitaram e em mim E
se aprovado por Diério Editor. Para pedido tal mudanca. o Editor deve receber o seguinte
do autor correspondente: (a) a razdo para a mudanca na lista de autores e (b) confirmagéo
escrita (e-mail. carta) de todos os autores que eles concordam com a adi¢do. remocdo ou
rearranjo. No caso de adicdo ou remocao de autores. isso inclui a confirmacgéo do autor sendo
adicionado ou removido.

Direito autoral

Apbs aceitacdo do artigo. um e-mail serd enviado ao autor correspondente confirmando o
recebimento do manuscrito juntamente com o formulario ‘Journal Publishing Agreent' ou um
link para a versdo on-line deste documento.

Para artigos de acesso aberto em ouro: Apds a aceitagdo de um artigo. os autores seréo
solicitados a preencher um "Contrato de Licenca Exclusivo". A reutilizacdo autorizada de
terceiros de artigos de acesso aberto em ouro é determinada pela escolha do autor
da licenca de usuério.

Direitos autorais

Como autor. vocé (ou seu empregador ou instituicdo) tem certos direitos para reutilizar seu
trabalho.

Papel da fonte de financiamento

Vocé ¢ solicitado a identificar quem forneceu apoio financeiro para a conducdo da pesquisa e
/ ou preparagéo do artigo e para brevemente descrever a Funcao do patrocinador(s).
Submisséo

O sistema de submissao on-line o orienta passo a passo no processo de inserir 0s detalhes do
seu artigo e fazer o upload dos seus arquivos. O sistema converte seus arquivos de artigo em
um Unico arquivo PDF usado no processo de revisdo por pares. Os arquivos editaveis (por
exemplo. Word. LaTeX) sdo necessarios para compor seu artigo para publicacdo final. Toda
a correspondéncia. incluindo a notificacdo da decisdo do Editor e os pedidos de revisdo. é
enviada por e-mail.

Revisdo por pares
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Esta revista opera um Unico processo de revisdo cega. Todas as contribui¢bes serdo
inicialmente avaliadas pelo editor para adequacdo ao cargo. Os documentos considerados
adequados. normalmente sdo avaliados por dois editores da area.

Estrutura do artigo

Os manuscritos devem ter linhas numeradas. com margens amplas e espacamento duplo. ou
seja. também para resumos. notas de rodapé e referéncias. Todas as paginas do manuscrito.

incluindo a pagina de titulo. referéncias. tabelas. etc.. devem ser numeradas.

Os manuscritos em geral devem ser organizados na seguinte ordem:
+ O titulo deve ser claro. descritivo e ndo muito longo

*  Resumo

« Palavras-chave (indexacdo termos)

* Introdugéo

» Material estudado. descri¢Ges de &rea. métodos. técnicas

* Resultados

+ Discussédo

» Concluséo

» Reconhecimento e qualquer informacdo adicional sobre bolsas de pesquisa. e assim em
+ Referéncias

» Figura legendas

» Figuras (arquivos separados)

+ Tabelas (arquivos separados)

Arquivos PDF para texto e tabelas ndo podem ser usados para propoésitos de

producdo. Linha nimeros ndo sdo necessarios em paginas com tabelas ou figuras.
Informac0es essenciais da pagina de titulo

e Titulo. Conciso e informativo. Titulos sdo frequentemente usados em sistemas de
recuperacdo de informacgdes. Evite abreviacGes e formulas onde for possivel.

* Nomes e afiliagdes dos autores

Por favor. indigue claramente o (s) nome (s) e nome (s) de familia de cada autor e verifique se
todos 0s nomes estdo escritos com precisdo. Vocé pode adicionar seu nome entre parénteses

em seu proprio script por tras da transliteragdo em inglés. Apresente a afiliacdo dos autores e
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os enderecos (onde o trabalho real foi feito) abaixo dos nomes. Indique todas as afiliagdes com
uma letra em sobrescrito minuscula imediatamente apds o nome do autor e em frente ao
endereco apropriado. Forneca o endereco postal completo de cada afiliacdo. incluindo o nome
do pais e. se disponivel. o endereco de e-mail de cada autor.

» Correspondente autor

Responsavel por correspondéncia de todos os estagios do arbitragem publicacdo. e pds-
publicacdo. Como responsabilidade inclui responder futuras consultas sobre Metodologia e
Materiais. Assegure-se de que o endereco de e-mail seja fornecido e que os detalhes de
contato sejam mantidos atualizados autor.

Resumo

Um resumo conciso e factual é necessario. O resumo deve indicar brevemente o propdsito da
pesquisa. a diretor resultados e principal conclusfes. Resumo é frequentemente apresentado
separadamente do artigo. por isso deve ser capaz de ficar sozinho. Por esta razdo. as
Referéncias devem ser evitadas. mas se essenciais. entdo citar a autor (es) e anos. Além
disso. ndo padronizado ou incomum abreviaturas devem ser evitados. mas se essenciais
devem ser definidos em sua primeira mengéo no em si.

O resumo néo deve ter mais de 400 palavras.

Palavras-chave

Imediatamente apds o resumo. forneca no maximo 6 palavras-chave. usando a magia
americana e evitando termos gerais e plurais e varios conceitos (evite. por exemplo. 'e". 'de").
Formatacdo de fontes de financiamento

Relacione as fontes de financiamento desta forma padréo para facilitar a conformidade com os
requisitos do financiador:

Financiamento: Este trabalho foi apoiado pelos Institutos Nacionais de Sadude [grant numbers
XXXX.

yyyy]; a Conta E Melinda Portdes Fundacédo. Seattle. WA [conceder nimero zzzz]; e a Unid
osEstados Institutos de Paz [nimero de concessdo aaaal.

Quando o financiamento for proveniente de uma bolsa em bloco ou de outros recursos
disponiveis para uma universidade. faculdade ou outra instituicdo de pesquisa. enviem o0 nome
do instituto ou organizagédo que forneceu a financiamento.

Se nenhum financiamento tiver sido fornecido para a pesquisa. inclua a seguinte frase:
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Esta pesquisa ndo recebeu nenhuma concesséo especifica de agéncias de fomento nos setores
publico. comercial ou sem fins lucrativos.

Nomenclatura e unidades

Siga as regras e convencdes aceitas internacionalmente: use o sistema internacional de
unidades (SI).

Todos biotica (cultivo. plantas. insetos passaros mamiferos etc) devem estar identificado por
seus nomes cientifico quando o termo inglés é usado pela primeira vez. com a excecdo de
animais domésticos comuns.

Foérmulas matematicas

Enviar equagBes matematicas como texto editavel e ndo como imagens. Apresentar formulas
simples de acordo com o texto normal sempre que possivel e usar o solidus (/) em vez de uma
linha horizontal para pequenas fracBes termos. por exemplo. X /
Y Em principio. variaveis esta para estar apresentado em italico. Poderes do e estd muitas
vezes mais convenientemente denotado por exp. Numere consecutivamente as equagdes que
devem ser exibidas separadamente do texto (se mencionadas explicitamente no texto).
Recomenda-se 0 uso de poderes fracionarios em vez de sinais radiculares. Os poderes de e séo

frequentemente mais convenientemente denotados por exp.
- - - g A - ’ - - - - ~ ~ *
Niveis de significancia estatistica que podem ser mencionados sem maiores explicagdes séo P

<0.05. " P<0.0le " P<0.00L.

A repeticdo de formulas quimicas no texto deve ser evitada sempre que razoavelmente
possivel; em vez disso. 0 nome do composto deve ser dado na integra.

Notas de rodapé

Notas de rodapé devem ser usadas com moderacdo. Numere-os consecutivamente ao longo do
artigo. Nao inclua notas de rodapé na Referéncia Lista.

» Certifique- se de usar as letras e tamanhos uniformes de sua obra original.

» Incorporar as fontes usadas se o aplicativo fornecer opcéo.

»  Procure usar as seguintes fontes em suas ilustragdes: Arial. Courier. Times New Roman.
Symbol ou use fontes semelhantes.

* Numere as ilustra¢des de acordo com sua sequéncia no texto.

« Use uma convengdo de nomenclatura I6gica para seu trabalho artistico arquivos.

» Forneca legendas para ilustraces separadamente.

» Dimensione as ilustracGes perto das dimensdes desejadas da publicacdo versao.
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»  Submeta cada ilustragdo como um separado Arquivo.

Por favor néo:

 Fornecer arquivos otimizados para uso na tela(por exemplo. GIF.
BMP. PICT. WPG); estes normalmente tém um baixo namero de pixels e limite d conjunto
de cores;

» Forneca arquivos muito baixas resolucdes;

» Envie graficos desproporcionalmente grandes para o contetdo.

Arte de cor

Certifique-se de que os arquivos de ilustracGes estejam em um formato aceitavel (arquivos
TIFF (ou JPEG). EPS (ou PDF) ou MS Office) e com a resolugéo correta. Se. juntamente com
0 artigo aceito. vocé enviar valores em cores utilizaveis. a Elsevier garantird. sem custo
adicional. que esses numeros aparecerdo em cores on-line (por exemplo. ScienceDirect e
outros sites) independentemente de essas ilustracfes estarem ou ndo reproduzidas. cor na
versdo impressa. Para reproducdo em cores impressa. vocé recebera informaces sobre
os custos da Elsevier ap6s o recebimento do artigo aceito.Por favor. indique sua
preferéncia por cor: impressa ou on-line.

Por favor. envie tabelas como texto editavel e ndo como imagens. As tabelas podem ser
colocadas ao lado do texto relevante no artigo ou em paginas separadas no final. Numere
as tabelas consecutivamente de acordo com sua aparéncia no texto e coloque quaisquer notas
de tabela abaixo do corpo da tabela. Seja poupado no uso de tabelas e garanta que os dados
apresentados neles ndo dupliguem os resultados descritos em outra parte do artigo. Por
favor. evite usar regras verticais e sombreamento nas células da tabela.

Referéncias

Referéncias relativas a dados ndo publicados e "comunicacBes pessoais” ndo devem ser citadas
na lista de referéncias. mas podem ser mencionadas no texto.

Dados de referéncias devem incluir os seguintes elementos: nome (s) do autor. titulo do
conjunto de dados. repositorio de dados. versdo (quando disponivel) ano e identificador
persistente global.

Adicione [dataset] imediatamente antes da referéncia para que possamos identificar
corretamente isto com referéncias. o [dataset] identificador vai ndo aparecer em seu  artigo
publicado.

Estilo de referéncia
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Texto: Todas as citagcdes no texto devem se referir a:

1 Autor Gnico: o nome do autor (sem iniciais. a menos que haja ambiguidade) eo ano de
publicacdo;

2 Dois autores: 0s nomes de ambos 0s autores e 0 ano de publicagéo;

3 Trés ou mais autores: nome do primeiro autor seguido de "et al."e o ano da
publicacdo. As citacbes podem ser feitas diretamente (ou entre parénteses). Grupos de
referéncias podem ser listados primeiro alfabeticamente. depois cronologicamente ou vice-
versa. versa.

Exemplos: 'como demonstrado (Allan. 2000a. 2000b. 1999; Allan e Jones. 1999). Ou. como
demonstrado (Jo nes. 1999; Allan. 2000)... Kramer et al. (2010) mostraram recentemente. .. '
Lista: As referéncias devem ser organizadas primeiras em ordem alfabética. depois ordenadas
cronologicamente. se necessario. Mais do que 1 referéncia de a mesmo autor
(es) em a mesmo ano deve estar identificado pelas letras «a». «b». «c». etc.. colocadas apos o
ano de publicagé&o.

Exemplos:

Referéncia a uma publicacdo de periddico:

Van der Geer. J.. Hanraads. JAJ. Lupton. RA. 2010. A arte de escrever um artigo cientifico. J.
Sci. Comum. 163. 51-59. https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.

Referéncia a uma publicacéo de periédico com um nimero de artigo:

Van der Geer. J.. Hanraads. JAJ. Lupton. RA. 2018. A arte de escrever um artigo
cientifico. Heliyon 19. e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018 .e00205.

Referéncia a um livro:

Strunk Jr.. W.. White. EB. 2000. Os Elementos do Estilo. quarta ed. Longman. Nova York.
Referéncia a um capitulo de um livro editado:

Mettam GR. Adams. LIBRA. 2009 Como para preparar o eletrénico versao do seu artigo. em:
Jones. BS. Smith. Rz (Eds.). Introdugéo a Era Eletrénica. E-
Publishing Inc.. Nova lorque. pp. 281-304.

Referéncia a um site:

Cancer Research UK. 1975. Relatérios de estatisticas de cancer para o Reino Unido. http :
Ilwww.cancerresearchuk.org/ aboutcancer / statistics / cancerstatsreport / (acessado em 13 de
marco de 2003).

Referéncia a um conjunto de dados:
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[conjunto de dados] Oguro. M.. Imahiro. S.. Saito. S.. Nakashizuka. T.. 2015. Dados de
mortalidade para a doenga de murchar japonesa e composicoes florestais circundantes . Dados
Mendeley. v1. https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Fonte de abreviaturas do diario

Os nomes das revistas devem ser abreviados de acordo com a Lista de Titulo Word abreviacdes.
Visualizacdo de dados

Inclua visualizacBes interativas de dados em sua publicacdo e permita que seus leitores
interajam e se envolvam mais de perto com sua pesquisa.

Dados de pesquisa

Esta revista encoraja e permite que vocé compartilhe dados que suportam sua publicacdo de
pesquisa  quando apropriado. e permite vocé para interligar ele de  dados com seu artigo
publicado. Pesquisa os dados referem-se aos resultados das observacdes ou experimentacoes
que validam os resultados da pesquisa.

APOS A ACEITACAO

Correcao de prova online

Os autores correspondentes receberdo um e-mail com um link para o0 nosso sistema de provas
on-line. permitindo a anotacéo e corre¢do de provas on-line. O ambiente € semelhante ao MS
Word: além de editar texto. vocé também pode comentar sobre figuras / tabelas e responder
perguntas do Editor de Cdpias. A revisao baseada na Web fornece um processo mais rapido e
menos propenso a erros. permitindo que voceé digite diretamente suas correcoes. eliminando a
possivel introducdo de erros. Faremos todo o possivel para publicar o seu artigo com rapidez
e precisdo.

Alteracdes significativas no artigo aceito para publicacdo somente serdo
consideradas com permissdo do Editor. E importante garantir que todas as correces sejam
enviadas de volta para ndés em uma comunicacdo. Verifique cuidadosamente antes de
responder. pois a incluséo de quaisquer corre¢des subsequentes ndo pode ser garantida. A

revisdo é apenas sua responsabilidade.
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