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INFLUENCIA DE DIFERENTES FONTES DE VANADIO NA
FERMENTACAO RUMINAL IN VITRO

RESUMO

O papel do vanadio (V) no organismo de animais de producdo €& pouco
conhecido. Os complexos de V vém se tornando agentes farmacologicos muito
promissores devido suas propriedades bioldgicas. O objetivo do trabalho foi
avaliar os efeitos de fontes de V (complexo e inorganica) e de suas
concentragdes, no meio de fermentagcdo ruminal in vitro, sobre a cinética de
producdo de gases e degradacdo da matéria seca. O ensaio foi instalado no
Laboratério de Nutricdo Animal e Biogeoquimica da Universidade Brasil, campus
de Descalvado/SP em delineamento experimental inteiramente casualizado, em
esquema de analise fatorial 2x5x6, com 5 repeticbes por tratamento. O fator
principal (Fator A) foi constituido por 2 tratamentos (V inorganico e V complexo),
o fator secundario (Fator B), por cinco concentracées no meio de incubacéao (0;
0,25; 0,50; 1,0; e 2,0 mg de VI/L) e o fator terciario (Fator C) os tempos de
incubacao (3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas). Nos tempos de incubagé&o foi mensurada
a producéo de gases e a degradacao da matéria seca (DIVMS). A inclusdo do V
complexo, nas concentracdes avaliadas, promoveu menor producdo de gases
em relacdo ao tratamento sem inclusdo de V. Na degradacéo in vitro da matéria
seca, as fontes de V nao diferiram entre si e ndo apresentaram interacoes
significativas com as concentracdes de V no meio de incubacdo e os tempos
avaliados. Em 24h, os tratamentos com adicéo de V apresentaram maior DIVMS
e, apos 24 h, a dose de 1 mg/L apresentou a menor taxa de degradacdo quando
comparado com o tratamento sem inclusdo de V, os demais tratamentos nao
diferiram da testemunha. A fonte de vanadio complexo reduziu a producao de
gases acumulada. Conclui-se que as fontes de V avaliadas comportam-se de
modo semelhante na DIVMS, no entanto, a fonte complexada proporciona menor
producéo de gases in vitro sem comprometer a degradacao da matéria seca com
72 horas de incubacéo.

Palavras-chave: complexo, microflora ruminal, producéo de gases, quelato



INFLUENCE OF DIFFERENT SOURCES OF VANADIUM ON IN-
VITRO RUMINAL FERMENTATION

ABSTRACT

The role of vanadium (V) in the organism of farm animals is poorly understood. V
complexes have become very promising pharmacological agents due to their
biological properties. The objective of the work was to evaluate the effects of
organic and inorganic sources of V and its concentrations, in the medium of
ruminal fermentation in vitro, on the gas production kinetics and dry matter
degradation. The essay was installed at the Laboratory of Animal Nutrition and
Biogeochemistry and the Microbiology Laboratory of the Universidade Brasil,
campus Descalvado, SP in a completely randomized design, in a 2x5x6 factorial
analysis scheme, with 5 replicates per treatment. The main factor (factor A) was
consisted of 2 treatments (inorganic V and complex V), the secondary factor
(factor B), by five concentrations in the incubation medium (0; 0.25; 0.50; 1.0; and
2.0 mg of V / L) and the tertiary factor (C) the incubation times (3, 6, 12, 24, 48
and 72 hours). During incubation times, gas production and dry matter
degradation (DIVMS) were measured. The inclusion of complexed V, in the
concentrations evaluated, promoted less gas production compared to the
treatment without the inclusion of V. In the in vitro degradation of dry matter, the
sources of V do not differ from each other and did not present significant
interactions with the concentrations of V in the incubation medium and the
evaluated times. In 24h, treatments with the addition of V showed higher DIVMS
and, after 24h, the dose of 1 mg / L showed the lowest rate of degradation when
compared to the treatment without inclusion of V, the other treatments did not
differ from the control. The source of complex vanadium reduced the
accumulated gas production. It is concluded that the evaluated sources of V
behave similarly in DIVMS, however, the complex source provides less gas
production in vitro without compromising the dry matter degradation with 72 hours

of incubation.

Keywords: complex, rumen microflora, gas production, chelate
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1 INTRODUCAO

1.1 Relevancia do Tema

O avanco na producdo de bovinos fez com que as exigéncias nutricionais
aumentassem e novos microelementos minerais e formas de suplementacao
entrassem no cenario da producdo (MORAES, 2001). Neste contexto, pode-se citar
as respostas positivas obtidas pelo uso de minerais em complexos organicos na
alimentacdo de ruminantes, como é o caso do cromo em complexo organico (ZANETTI
et al., 2003).

Ha disponibilidade limitada de dados sobre o uso da suplementacdo de
minerais e suas formas, em animais (CONKLIN et al., 1982; OBERG et al. 1978;
RHOADS e SANDERS, 1985; ROSHCHIN et al. 1980). Sobre o vanadio (V), estudos
feitos em humanos, ratos, camundongos e cdes mostraram que a atuacao do V entre
animais monogastricos e humanos é semelhante. Apesar disso, como acontece com
gualquer substancia particulada, as extrapolacdes nas taxas de absorcao de animais
para humanos ainda séo dificeis (PATTERSON et al., 1986).

Apenas um conjunto de estudos cinéticos foi feito em ruminantes (ovinos). A
partir desses estudos, parece que a cinética em ruminantes pode ser ligeiramente
diferente da dos animais monogastricos devido a diferenca na fisiologia e anatomia
do rimen em relacdo ao estdbmago verdadeiro. Absorcao significativa de V ocorre a
partir do trato gastrointestinal superior (TGI) de carneiros e as concentragbes de
vanadio na parede do TGI superior e inferior nestes animais foram, respectivamente,
dez e cem vezes maiores do que no sangue (PATTERSON et al., 1986).

Muito pouco se sabe sobre os efeitos da exposicao crbnica as baixas doses
de V em ruminantes. O objetivo deste trabalho foi avaliar, em estudo in vitro, os efeitos
de duas fontes de V (mineral e complexo organico) e de suas concentracdes sobre a

cinética de producédo de gases e da degradacédo da matéria seca.
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1.2 Fundamentacao

1.2.1. Minerais organicos

Ao final da década de 1980, surgiram os ditos “minerais organicos” ou complexos,
uma nova forma de suplemento mineral, que tinha como proposta aumentar a
produtividade dos animais. Tais substancias teriam como vantagens elevada
absorcéo, maior biodisponibilidade e menor toxicidade, pois ndo haveria interagcéo
(antagonismos) entre elas e outros minerais ou nutrientes (gorduras e fibras da dieta).
Sao compostos produzidos por quelacéo (ligacdo) entre metais e aminoacidos. Sao
ions metalicos ligados quimicamente a uma molécula organica, formando estruturas
Unicas de estabilidade e de alta biodisponibilidade para o mineral.

De fato, ndo parece haver duvidas de que os “minerais organicos” tém
biodisponibilidade maior que os minerais na forma inorganica. Esses compostos
apresentam a caracteristica de serem bem menos toxicos que 0s minerais na forma
inorganica. Desde que haja homogeneizacéo correta e nivel adequado do mineral no
preparo da mistura mineral (PEIXOTO, 2006).

1.2.2. Vanadio (V)

O V foi descoberto em 1801, na cidade do México, pelo quimico e mineralogista
espanhol Don Andrés Manuel del Rio (1764-1849). No entanto, o metal s6 foi isolado
pela primeira vez em 1867 pelo quimico inglés Henry Enfield Roscoe (1833-1915). Em
1925, os quimicos americanos John Wesley Marden e Malcolm N. Rich obtiveram
vanadio bastante puro (99,7%) pela reducédo do pentéxido de vanadio, V205, com o
calcio (PEIXOTO, 2006).

O décimo nono elemento mais abundante da crosta terrestre, constituindo
0,015% da mesma, e o quinto mais abundante dos elementos de transicdo. O V é
amplamente distribuido na natureza e o teor médio na crosta terrestre € de 100 a 150
mg/kg (FAULKER HUDSON, 1964; RICHIE, 1985; WATERS 1977). A prevaléncia de
V excede a de metais conhecidos como cobre e chumbo (NRIAGU, 1998) e € igual a
de zinco e estanho (BYERRIUM et al., 1974; WINDHOLZ, 1983; GRAYSON, 1983).

Os compostos de V existem em mais de 50 minérios diferentes em

concentracdes entre 10-4.100 mg/kg* e em associacdo com combustiveis fosseis,
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particularmente carvdo (em concentracdes entre 19-126 mg/kg em cinzas) e 06leo
bruto, em concentracdes entre 3-257 mg/kg (NRIAGU, 1998).

A maior parte da producdo de V vem como subprodutos e coprodutos na
extracdo de outros elementos, como ferro, fosforo e urénio. Minérios a partir dos quais
0 V pode ser potencialmente recuperado sdo encontrados em muitas partes do
mundo. Cerca de um terco dos recursos de V estéo localizados na Africa e na América
do Norte, e cerca de 24% s&o encontrados na Europa e <4% na Asia e na América do
Sul (NRIAGU, 1998).

O V possui nimero atdmico 23 e peso atdmico 50,942 g/mol. E um metal de
transicdo do bloco d, cuja configuracéo eletronica a partir do Ar é 4s2 3d3. um ponto
de fusado de 1890 °C e ferve a 3380 °C. Possui seis estados de oxidacéo (I, 0, 2*, 3*,
4* e 5%), dos quais 3*, 4" e 5" sdo os mais comuns (TIAGO, 2000).

Ao examinar varias frutas, vegetais e plantas, Bertrand (1941) detectou
vanadio em todas as 62 amostras estudadas. Ele descobriu que a concentracdo média
nas plantas era superior a 1 mg/kg, as raizes geralmente contendo mais do que as
sementes e folhas; os nédulos radiculares da maioria das leguminosas tinham cerca
de 4 mg/kg, e ocasionalmente até 12 mg/kg. Os fungos continham menos, geralmente
0,5 ppm, mas excepcionalmente podiam chegar a até 112 mg/kg.

O vanadio é encontrado em altas concentragcdes em certos organismos
marinhos, principalmente ascadianos e esguichos marinhos pertencentes aos da
familia dos tunicados. Essas criaturas acumulam o elemento no sangue, no intestino
e em outros tecidos. Alguns cientistas acreditam que o vanadio possa funcionar como
uma forma de transportador de oxigénio nesses animais, da mesma maneira que a
eritrocruorina dos invertebrados, a clorocruorina, o pigmento verde do sangue de
certos vermes anelideos; hemeritrina em vermes de espinafre; e a hemocianina em
varios moluscos e artropodes atua como transportadora de oxigénio. Ao contrario da
hemoglobina e da hemovanadina, esses pigmentos ndo estao confinados as células
sanguineas, mas estao presentes no plasma como proteinas conjugadas, possuindo
um metal incorporado na molécula (FAULKNER HUDSON, 1964; NRIAGU, 1998).

Essencial para alguns animais devido as suas atividades fisiologicas e
bioquimicas, apresenta propriedades benéficas em concentra¢cdes muito baixas (1-10
nM), porém passa a ser toxico quando em concentragbes superiores. Estudos
desenvolvidos nos anos 70 em ratos e frangos, confirmaram que o vanadio € um

elemento essencial. Por meio de alimentagdo com quantidades menores de vanadio,
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0S animais apresentavam varias deficiéncias, tais como crescimento retardado,
aumento dos niveis de colesterol no plasma, malformacdo Ossea, entre outras
(TIAGO, 2000).

O vanadio também é encontrado em uma ampla variedade de tecidos de
animais vertebrados superiores, sendo essencial para alguns animais devido as suas
atividades fisiolégicas e bioquimicas, apresenta propriedades benéficas em
concentracbes muito baixas (1-10 nM), porém passa a ser toxico quando em
concentracdes superiores. Puls (1989), apresenta um resumo dos niveis de vanadio
encontrados em bovinos, ovinos, caes, porcos, galinhas e patos. As concentragdes
normais no figado para bovinos séo relatadas como 6-7 Fg / kg (peso umido). Elas
parecem ser muito mais baixas que as concentracdes hepdticas relatadas para
ovelhas (100-220 Fg / kg), caes (30-50 Fg / kg) e galinhas (18-38 Fg / kg), mas da
mesma ordem que os patos (0,7 -2 Fg / kg). Estudos desenvolvidos nos anos 70 em
ratos e frangos, confirmaram que o vanadio é um elemento essencial (TIAGO, 2000).

Com seu uso pode-se normalizar a concentracdo de glicose no sangue, e
restaurar a fungéo cardiaca e aumentar a lipogénese (YAMAZAKI, 2004). O papel do
vanadio no organismo humano continua sendo ainda pouco conhecido. No entanto,
ele é usado em muitas aplicagbes clinicas observando suas capacidades
antioxidantes e insulinomimético (PEIXOTO, 2006).

Segundo Koch et al., 1956; Perry e Perry, 1959, varias pessoas procuraram
vanadio nos tecidos humanos. Em um dos estudos mais rigorosos usando
espectrografia de emissdo, as amostras usadas foram colhidas em autdpsia das
vitimas de morte subita, geralmente por trauma e algumas vezes por doencas
cardiovasculares e outras. Os tecidos examinados foram aorta, cérebro, coracéo, rim,
figado, pulmdo, ovario, pancreas, prostata, baco e testiculo, os quais pareciam
macroscopicamente normais. Mas em uma porcentagem muito pequena de amostras,
o vanadio pode ser encontrado no figado, prostata e baco. Em cerca de 50% dos
espécimes foi encontrado nos pulmdes. Sendo que a concentracdo média nesses
orgaos era geralmente inferior a 1 mg de V/ kg de material mineral, exceto no pulméao,
que apresentava niveis de até 5 mg/ kg, (TIPTON,1960).

Segundo Puls (1989), o vanadio demonstrou ser um oligoelemento essencial
para uma variedade de espécies animais. A sua deficiéncia esta associada a formacéo
alterada de glébulos vermelhos e metabolismo do ferro, reproducéo prejudicada, ao

crescimento atrofiado, e alteragcdes nos niveis de lipidios no sangue. Existe uma
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crenca entre os especialistas em saude humana de que o metal pode desempenhar
um papel semelhante nos seres humanos. Nos anos 80, foi relatado que o vanadio
imitava os efeitos metabdlicos da insulina nos adipécitos de ratos (LU et al., 2001).

Nos anos 90, descobriu-se que o vanadio age de maneira semelhante a
insulina no musculo e no figado. Estudos posteriores revelaram que a agdo dos sais
de vanadio € mediada por vias alternativas independentes do receptor de insulina. A
investigacao da poténcia antidiabética do vanadio logo se seguiu. O uso terapéutico
do vanadio demonstrou normalizar os niveis de glicose no sangue em ratos STZ e
curar diversos disturbios relacionados a hiperglicemia. Os efeitos terapéuticos do
vanadio foram entdo demonstrados em roedores diabéticos tipo Il, que nao
respondem a insulina administrada (GOLDWASER et al., 2000).

O papel do vanadio no organismo humano continua sendo ainda pouco
conhecido. No entanto, ele € usado em muitas aplicagcbes clinicas observando suas
capacidades antioxidantes e insulinomimético (PEIXOTO, 2006).

No ser humano, como por exemplo, atua na reducdo da biossintese de
colesterol e dos niveis de triglicerideos no plasma; estimula o consumo de glicose, e
a sintese de glicogénio que o faz mimetizar a insulina; até mesmo algumas evidéncias
de que este elemento possa induzir a mineralizacéo dos dentes e 0ssos em animais;
apresenta um efeito positivo e negativo na forca de contracdo do musculo
cardiovascular, entre outros (TIAGO, 2000).

Os complexos de vanadio vém se tornando agentes farmacoldgicos muito
promissores devido suas propriedades bioldgicas. E um dos mais ativos elementos do
ponto de vista de reacdes de oxirreducao e forma complexos anidnicos, catidnicos e
neutros na faixa de pH 2-8. Seus estados de oxida¢éo sao encontrados in vivo, V(+4)
e V(+5), em equilibrio e sao reguladas pela disponibilidade do oxigénio, acidez e a
presenca de agentes redutores como: ascorbato, glutationa e catecolaminas
(MIRANDA, 2010).

A superacao da toxicidade do vanadio, no entanto, permaneceu o principal
obstaculo no uso do vanadio como agente terapéutico. Além de normalizar a
concentracdo de glicose no sangue, e restaurar a funcdo cardiaca e aumentar a
lipogénese (YAMAZAKI, 2004).
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1.2.2.1 Toxicidade em humanos

O vanadio dietético ndo parece téxico para o0 homem, pelo menos em niveis baixos
normalmente encontrados em alimentos. A exposicao de trabalhadores a poés de
vanadio em escala industrial € um risco profissional bem reconhecido. A poeira do
pentoxido de vanadio (V20s) pode ser encontrada em ambientes ocupacionais, e
sendo que a principal via de exposi¢cdo para humanos é por inalacdo. Assim sendo
acredita-se que as respostas a exposicao industrial sejam agudas e nao cronicas,
envolvendo irritacdo dos olhos e sistema respiratério na forma de conjuntivite,
broncoespasmo, bronquite e sintomas semelhantes a asma. Estimando-se que 25%
dos compostos soluveis podem ser absorvidos pelos pulmbées (WHO, 1987,
LAUWERYS e HOET, 1993).

E relatado especificamente que o V20s € quase 100% absorvido pela inalagdo
(LEWIS, 1995). Informacdes sobre os efeitos dos outros compostos de vanadio tem
origem principalmente de estudos orais em animais, e a absorcao pela via oral parece
ser baixa (FRIBERG, 1979).

Outros sintomas de envenenamento descritos em humanos incluem fraqueza,
nausea, vomito, anorexia, zumbido, dor de cabeca, tontura, descoloracdo verde da
lingua, palpitacdes, insuficiéncia coronaria transitéria, bradicardia com sistoles extras,
dermatite, anemia, leucopenia, granulacao e abaixamento de leucocitos, (FAULKNER
HUDSON, 1964; HUNTER, 1975; FRIBERG, 1979; REILLY, 1991). Estudos recentes
mostraram que existem correlagdes entre os niveis de vanadio na urina e déficits
séricos e cognitivos. Quando as concentragdes de vanadio estavam em torno de 14,2
Hg/L na urina, uma reducdo na habilidade neurocomportamental foi observada,
principalmente habilidades viso espaciais e atencdo (BARTH et. al., 2002).

Entretanto, os efeitos a longo prazo da exposicdo em humanos néo parecem
ter sido extensivamente estudados (ATDS,1992).

Biomarcadores especificos para exposi¢cao ao vanadio incluem a presenca de
vanadio na urina (GYLSETH et al. 1979; KIVILUOTO et al. 1981; LEWIS, 1959; ORRIS
et al. 1983; ZENZ et al. 1962) e uma verde descoloracdo da lingua (LEWIS, 1959), a

ultima resultante do acumulo direto de pentoxido de vanadio.
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1.2.2.2 Toxicidade em animais monogastricos

Animais monogastricos foram usados como modelos em uma quantidade
consideravel de trabalho realizados ao longo de anos. Isso comegou em 1876, quando
Priestley (1876) mostrou que as soluc¢des de vanadato de sédio, quando fornecidas
por varias vias, eram intensamente venenosas para o pombo, porquinho da india,
coelho, gato e cachorro (FAULKNER HUDSON, 1964).

Priestley relata que doses de 9,18-14 e 66 mg de V20s/kg poderiam levar a
Obito um coelho quando injetado por via subcutdnea. Era evidente nessas
experiéncias que o vanadio tinha dois modos principais de acéo; um efeito central no
sistema nervoso, causando sonoléncia por convulsdes, seguido por uma paralisia
gradual da respiracdo e movimento; e, um efeito no trato gastrintestinal, causando dor
abdominal, com diarreia e fezes com sangue. Tais observagdes originais foram depois
confirmadas por outros pesquisadores (PULS, 1989).

Proescher, Seil e Stillians (1917) apud Faulkner Hudson (1964) usaram
animais experimentais de grande e pequeno porte, incluindo os passaros e peixes. O
LD50 em ratos, injetado por via subcutanea com metavanadato de amonio, foi
estimado com mais precisdo em 22,7 mg V20s/ kg. O cavalo e o coelho mostraram-se
especialmente sensiveis ao vanadio, enquanto o rato e o camundongo se mostraram
relativamente resistentes (MASSMANN, 1956).

Jackson (1911 e 1912) mostrou que o vanadio, se administrado por via
intravenosa em cées, produz intensa vasoconstricdo no baco, rim e intestino, com
aumento associado da temperatura. Outros trabalhos mostraram, portanto, a
depressao do centro respiratério, acentuada vasoconstricdo das artérias viscerais e
lesdes inflamatérias no pulm&o, rim e intestino. Todas as observagfes foram
baseadas em exposicdo aguda ou subaguda, geralmente por meios iatrogénicos, ou

seja, doenca ou tratamento causado por erros médicos.

1.2.2.3 Toxicidade em ruminantes

Hansard et al. (1978, 1982a, 1982b) realizaram varios estudos utilizando ovelhas.

Observaram que, em doses de 9,6 a 12 mg de V por kg de peso corporal, dadas em

uma capsula de gelatina uma hora apés a alimentacéo, houve declinio na ingestao de
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alimentos e diarreia. Hemorragia na mucosa extensiva do intestino delgado e
hemorragias subcapsulares difusas dos rins foram detectadas na necropsia desses
animais. No entanto, ndo foi demonstrada diferenca na toxicidade entre metavanadato
de amodnio, ortovanadato de calcio e pirovanadato de calcio. Uma dose de 40 mg de
NH4VO3/ kg de peso corporal em capsulas de gelatina causou a morte em duas de
trés ovelhas, no tempo de 80 horas poés ingestao.

Realizado por Platonow e Abbey (1968), um dos primeiros estudos
experimentais sobre intoxicacao por vanadio em bovinos. Os pesquisadores usaram
bezerros, sendo que geralmente sdo os animais referidos por outros pesquisadores
guando € descrita a toxicidade do vanadio em bovinos. Os autores observaram sinais
gue incluiram diarreia, perda de apetite e falta de vontade de permanecer em pé. Nao
houve alteracdo no sangue, mas o exame apis a morte revelou congestado hepatica e
pulmonar, petéquias difusas que cobriam o rim e o coragdo, pequenas Ulceras no
rumen e inflamacdo hemorragica no trato intestinal.

Segundo ter Heege et al. (1964), vacas que ingeriram fuligem de dleo
combustivel tiveram problemas de toxicidade. FRANK et al. (1990) relataram
envenenamento agudo por vanadio de bovinos no norte da Suécia apds o pastejo em
pastagens fertilizadas com escoria basica e seguiram esse trabalho em 1996 com um
segundo artigo sobre evento que incluiu niveis de tecido em bovinos abatidos também
em outras partes da Suécia (FRANK, et al. 1996). McCrindle et al. (2001) relataram
intoxicag&o aguda por vanadio em bovinos pastejando ilegalmente em uma area onde

ocorreu um derramamento de vanadio em uma mina sul-africana.

1.2.3 Ambiente ruminal e microbiota ruminal

A utilizacdo de suplementos que possam auxiliar na manutencdo do pH ruminal e
manutengdo dos microrganismos envolvidos é de vital importancia para proporcionar
um bom ambiente ruminal (ARCURI et al., 2006). Este ambiente é formado por uma
série de microrganismos (bactérias, protozoarios e fungos). Esses séo responsaveis
diretos pela digestdo de particulas o que favorece a decomposicdo do alimento
proporcionando uma melhora em diversos fatores ligados a produc¢ao animal (VIEIRA,
1986).
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De acordo com Willians (1986), a dieta, provavelmente, é um dos fatores mais
importantes para a concentracdo e a distribuicAo dos géneros de protozoarios
existentes no ramen.

Segundo Furlan, Macari e Faria Filho (2011), o ruminante é capaz de manter
condicbes que promovam o crescimento dos microrganismos ruminais, favorecendo
assim, a fermentacdo, como por exemplo, a manutencdo da temperatura
relativamente constante (39°C), devido principalmente aos mecanismos
homeostéaticos do animal, e em parte pelo calor gerado durante a fermentacéo
realizada pelos microrganismos.

Os trés tipos de microrganismos ativos no rumen, representados pelas
bactérias, protozoarios e fungos, sdo as bactérias as que constituem a maior parte da
microbiota presente no rimen, em média 10%° células/mL, desempenhando um papel
particularmente importante na degradacdo biologica de fibra vegetal, por serem
guantitativamente mais representativas e as mais ativas fermentadoras (KOIKE e
KOBAIASHI, 2009; KOZLOSKI, 2011).

Estes microrganismos estabelecem interacfes positivas e negativas entre si
e sdo responsaveis pela fermentagcédo do alimento e pela produgdo de acidos graxos
de cadeia curta. Os protozoarios foram o0s primeiros microrganismos a serem descritos
nesse ambiente e podem representar 2% de peso do conteddo ruminal, 40% do
nitrogénio total e 60% do produto da fermentacdo (KAMRA, 2005).

A populagdo de protozoarios no rimen corresponde em 10° a 108 células/mL
de liquido ruminal, sendo estritamente anaerObicos e com predominancia de
protozoarios ciliados. Estes por sua vez, possuem a capacidade de degradar e
fermentar uma grande variedade de substratos, ingerindo particulas de alimento e
atacando os principais constituintes das plantas, como celulose, hemicelulose,
pectina, amido, acgUcares sollveis e lipidios. Os protozoarios exercem um papel
benéfico para o hospedeiro, através da ingestdo de particulas de alimentos e
armazenam polissacarideos de reserva, 0s quais controlam o nivel de substrato
disponivel, proporcionando desta forma, uma fermentacdo mais uniforme
(YOKOYAMA e JOHNSON, 1988).

Pesquisas apontam que protozodrios ruminais apresentam-se em maior
populacdo quando a dieta € constituida de propor¢cbes mistas de
volumoso/concentrado. Quanto maior a proporcédo de concentrado, menor sera sua

concentracéo, devido a acidificacdo do meio. Os protozoarios séo importantes no meio
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ruminal, pois fermentam carboidratos, usando amido e agucares solluveis, evitando,
assim, a rapida formacéo de acido latico, o que estabiliza a fermentacdo ruminal e
dificulta o abaixamento do pH (JOUANY; USHIDA, 1990; USHIDA et al.,1990).

A importancia desses protozoarios ocorre na digestdo de fibras. Enzimas
produzidas por protozoarios do rimen constituem significante porcdo das enzimas
hidroliticas no rimen (AGARWAL et al., 1991). Em uma pesquisa, constatou-se que a
menor atividade da carboximetilcelulase no rimen de cordeiros defaunados contribuiu
para a menor digestibilidade da celulose, indicando a relevancia dos protozoarios
ciliados do rimen na digestéo das fibras (SANTRA e KARIM, 2002).

1.2.4 Cinética da producao de gases in vitro

A técnica de producdo de gases (THEODOROU et al.,, 1994) é uma metodologia
eficiente para estudar o valor nutritivo de alimentos por estimar os valores de
digestibilidade aparente in vivo (MAURICIO et al.,, 1999). Segundo Pell e
Schofield,1993 a producao de gases é obtida entdo, por duas vias, a primeira sendo
oriunda da degradacéo do alimento (via direta) e a segunda, oriunda da reagéo dos
acidos graxos de cadeia curta com o tampao (via indireta) presente no meio de
incubacdo , Sendo assim, a producdo de gases é indicativo da fermentacdo do
alimento por microrganismos ruminais, e apresenta como produtos finais: energia
para o0 manutencao e crescimento microbiano, &cidos graxos de cadeia curta, dioxido
de carbono e metano (THEODOROU et al., 1994). E uma metodologia que apresenta
uma alta correlagcdo com a digestibilidade e degradabilidade dos alimentos (BUENO
et al., 1999), por isso é largamente utilizada.

Esta técnica baseia-se no principio de degradacdo dos nutrientes pela
populacdo de microrganismos presentes no ramen, permite simular o ambiente
ruminal in vitro, medir o desaparecimento do alimento no decorrer do tempo e
mensurar a producdo de gases (BUENO, 2002). Sendo assim, trata-se de técnica
bastante utilizada para avaliacdo de alimentos. Também, muitas vezes utilizada para
avaliar efeitos que os alimentos possam a ter na fermentacao ruminal, degradabilidade
da matéria organica e na producdo de metano (ABDALLA et al.,2008).

Contudo, devido a precisao da técnica, pequenas variacbes podem gerar

efeitos acumulativos sobre a producdo de gases (ALVES, 2010). As principais
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variacfes estdo associadas a coleta e & amostragem dos microrganismos ruminal,
podendo conduzir a erros de estimativa (MOULD et al., 2005). Dentre as fontes de
variacdo também estdo os equipamentos utilizados (LOPEZ et al., 1998), a espécie
doadora do inéculo e a dieta do animal doador (CONE et al., 1996), o local da amostra
do contetdo ruminas no rumen, ao horéario de coleta e ao método de obtencédo do
conteudo ruminal (RYMER et al., 2005) e, por fim, a preparacdo do inéculo ruminal
(RYMER et al., 1999). As fistulas ruminais facilitam na obtencdo de uma coleta mais
homogénea, porém, necessita de animais com cirurgia (SALLES et al.,2003). Estas
fontes ou variagdes podem ocasionar erros no experimento, ou diferenca de

resultados entre experimentos.

1.3 Objetivos geral e especificos

1.3.1 Geral

O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de duas fontes de V (mineral e complexo)
e de suas concentracdes no meio de incubacéo in vitro sobre a cinética de producéo

de gases e de degradacao da matéria seca.

1.3.2 Especificos

Especificadamente, os objetivos do trabalho foram:

l. Determinar a interacdo dos fatores fontes de vanadio e das suas
concentracdes sobre a cinética de producdo acumulada de gases;

Il. Determinar a interagdo dos fatores fontes de vanadio e das suas
concentracdes sobre a cinética de degradacao da matéria seca;

[I. Determinar possiveis efeitos toxicos das concentracdes de vanadio no meio
de incubacéo;

V. Determinar se a fonte complexada possui efeitos positivos na fermentacéo

ruminal in vitro em comparacao a fonte inorgéanica.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Local do experimento

O ensaio experimental e as andlises laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Nutricdo Animal e Biogeoquimica e no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Brasil, campus de Descalvado, SP.

2.2. Delineamento experimental e tratamentos

O ensaio foi instalado em delineamento experimental inteiramente casualizado, em
esquema de analise fatorial 2x5x6, com 5 repetic6es por tratamento. O fator (A) foi
constituido por 2 tratamentos (V inorganico (vanadato) e V complexo aminoacido,
produto sintetizado pela empresa NewAgri®), o fator (B), por cinco concentracdes no
meio de incubacéo (0; 0,25; 0,50; 1,0; e 2,0 mg de V/L de liquido de fermentacéo) e o
fator (C) os tempos de incubacéo (3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas).

2.3. Procedimentos experimentais

Foi realizado o ensaio de producao de gases in vitro, utilizando a técnica descrita por
Theodorou et al. (1994), com transdutor de pressao. Para a obtencéo do in6culo foram
utilizados trés bovinos machos castrados, da raca Nelore, canulados no ramen, com
peso vivo médio de 200 kg, mantidos em pastagem do género Brachiaria. O liquido
ruminal foi retirado com a ajuda de bomba de succéo, introduzida na fistula ruminal e
o material obtido (inéculo ruminal) foi condicionado em garrafas térmicas e conduzido

para o laboratorio para realizacdo dos procedimentos experimentais.

Na incubacédo, para cada repeticdo foram incubados 1,0 g de substrato moido
(constituido de 60% de concentrado, racdo moida a base de milho e soja, e 40% de

volumoso, silagem de milho desidratada moida) em um frasco de vidro com 160 mL
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de capacidade, juntamente com 60 mL de inéculo diluido (12 mL de in6culo + 48 mL

de solucao tampao Menke) de acordo com Longo et al. (2006).

Uma vez colocados o inéculo ruminal e a amostra, os frascos de vidro foram
fechados com tampas de borracha presas com anéis de aluminio, o conteudo foi
homogeneizado por agitacdo manual e, posteriormente, colocados em banho maria a
temperatura de 39 °C.

Foi estimada a producdo de gases in vitro, registrando-se a pressao no interior
do frasco com mandmetro digital (Pressure Meter Delta OHM-HD 2124.1) (Figura 1),
nos tempos de incubacgéo de 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas.

Figura 1. Leitura da pressao interna nos frascos em incubacdo em banho-maria com
auxilio de manémetro digital. Fonte: Arquivo pessoal

A transformacdo dos dados de leitura de pressdo medida em polegada

quadrada (PSI) para volume (mL) foi realizada através da equacéo (R? = 0,999):

Y= 10,2839 X1 (Y é o volume de gases em ml; X é a pressdo em psi e 0,2839 é o

fator de converséao entre volume e pressao)
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Na avaliagdo da degradacdo in vitro da matéria seca, os frascos de cada
tratamento, nos tempos de avaliacdo, tiveram seus conteudos filtrados em cadinhos
tipo Gooch (poros de 40 a 100 um) previamente pesados, sendo o material retido
(residuo) lavado com &gua destilada quente (Figuras 2A e 2B). Em seguida, 0s
cadinhos foram levados para estufa a 100°C - 105°C para determinagao da DIVMS
(Figura 2C).

Figura 2. Em A, separacdo a vacuo do residuo da fermentacdo das amostras nos
frascos de incubacao; em B, Residuo da fermentacéo in vitro no cadinho tipo Gooch
para determinacdo da DIVMS e, em C, cadinhos na estufa para a secagem a 100° C-
105°C. Fonte: Arquivo pessoal

2.4. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade do erro e homogeneidade de
variancias, pré-requisitos necessarios para a analise de variancia. Quando a analise
de variancia foi significativa (p<0,01) procedeu-se a compara¢ao de médias pelo teste
de Tukey (p<0,05) e por andlise de regressédo polinomial para o desdobramento das

interacdes entre os efeitos principais.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producdo total de gases

Na Tabela 1, encontra-se o resumo da analise de variancia dos dados de cinética de
producdo de gases para os efeitos principais (fontes de vanadio, concentracbes do
elemento e tempos de incubacé&o) e de suas interacgoes.

O teste F foi significativo para a interacdo entre os trés fatores (p<0,01)
indicando que os fatores agem de forma dependente. Neste contexto, iremos
desdobrar e discutir as intera¢des duplas significativas.

As interacdes fontes de vanadio (V) e concentracdo (C), fontes de vanadio (V)
e tempo de incubagédo (T) e, concentracdo de vanadio (C) e tempo de incubacéo (T)

foram significativas (p<0,01) e serdo discutidas em sequéncia.

Tabela 1 Resumo da anadlise de variancia para efeitos principais e suas interagbes dos
resultados obtidos para a cinética de producéo de gases.

CAUSAS DE VARIAQAO GL F P

Fontes de vanadio (V)?! 1 149,16 ** <0,0001
Concentragdes (C)? 4 6,95 ** <0,0001
Tempos de incubacéo (T)3 5 3157,14 ** <0,0001
Interacao (V)*(C) 4 15,98 ** <0,0001
Interagdo (V)*(T) 5 22,28 ** <0,0001
Interacéo (C)*(T) 20 2,34 ** 0,0025
Interacao (V)*(C)*(T) 20 2,73 ** 0,0004

CV (%) =5,19
1 Fontes de vanadio (inorganico e organico)
2 Concentragdes de vanadio no meio de incubacéo (0; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mg.L* no meio de incubag&o)
3 Tempos de incubagdo (3; 6; 12; 24; 48 e 72 horas)

Na Tabela 2, encontram-se os dados obtidos para o desdobramento da
interacdo fontes de vanadio (V) e concentracdo do elemento no meio de incubacéao
(C). Com excecao do tratamento sem inclusdo das fontes de vanadio (testemunha),
para as demais concentracOes avaliadas pode-se observar que a utlizacdo do
vanadio na forma de complexo (organico) promoveu menor producdo de gases por

gramas de matéria seca em comparacao a fonte de vanadio inorgéanico.
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No tratamento com inclusdo de vanadio inorganico pode-se observar maior
producdo de gases na concentracao de 0,5 mg de V/L de meio de incubacéo, sendo
superior aos demais tratamentos (p<0,05). Demais doses né&o diferiram
significativamente (p>0,05). Com a inclusdo do vanadio complexo, observou-se menor

producao de gases em relacdo ao tratamento testemunha (p>0,05).

Tabela 2 Producéo de gases acumulada em funcéo da concentracdo de vanadio adicionado
ao meio de incubacao. Valores expressos em mL por grama de matéria seca.

Concentragdo de vanadio (mg/L)

Vanadio (mg/L)

0 0,25 0,50 1,00 2,00
Inorgéanico 57,18 Ab 55,81 Ab 63,98 Aa 57,59 Ab 57,04 Ab
Complexo 57,02 Aa 4516 Bb 4290 Bb 47,19 Bb 48,04 Bb

Letras mailsculas compraram médias, pelo teste de Tukey (p<0,05), na coluna e, minasculas na linha.

Técnicas de fermentacao in vitro tém sido amplamente utilizadas para avaliar o
efeito de dietas ou aditivos na fermentacdo ruminal (DURMIC et al., 2010). Essas
técnicas permitem o controle das condicfes experimentais de forma mais precisa do
gue os experimentos in vivo (MAKKAR, 2004) e podem, portanto, ser utilizadas para
a triagem e informar sobre a adequacio de outros estudos in vivo (YANEZ-RUIZ et
al.,, 2016). Com as técnicas de fermentacdo in vitro, pode-se avaliar como o0s
suplementos (por exemplo, os minerais) afetam a fermentacao, a producao de gases
e a microbiota em diferentes circunstancias, podendo-se ser avaliados

simultaneamente.

De acordo com Durand e Kawashima (1980), os minerais, principalmente o Zn,
Mn, Cu e Co, que sado os mais estudados, sdo necessarios para proteinas estruturais,
enzimas, coenzimas e proteinas celulares e participam de muitos processos
enzimaticos no rumen, o que produz mudancas no ambiente ruminal, afetando a
producdo de AGV, a digestibilidade da fibra e a digestdo da racdo, e também, podem

modificar as popula¢gdes microbianas e as vias metabdlicas no ramen.

Cao et al. (2000) ressaltam que 0s microrganismos podem usar formas sollveis
e insoltveis de elementos no raimen para o metabolismo bacteriano, sendo ainda,
necessario determinar as fungdes especificas da suplementacéo de elementos tracos

no ambiente ruminal e como elas afetam as vias metabdlicas microbianas.
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De modo geral, Pino e Heinrichs (2016) indicam que informacdes limitadas
estdo disponiveis sobre o efeito da suplementacdo de elementos tracos e micro
minerais sobre 0s microrganismos ruminais; sendo que mais pesquisas Sao
necessarias para avaliar e compreender como esses microrganismos usam oS

elementos minerais e como eles sao importantes para a fermentagao ruminal.

Na Figura 3, encontram-se as curvas de regressao polinomial do
desdobramento da interacdo fontes de vanéadio (V) e tempo de incubacéo (C). A partir
do tempo de incubacao de 12 horas, os valores comecam a diferir significativamente

entre os tratamentos (p<0,05), permanecendo este comportamento até as 72 horas.
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Figura 3. Cinética de producéo de gases para os tratamentos com inclusdo de vanadio, na
forma de complexo ou inorganico, em funcéo dos tempos de incubacao.

As concentracdes de vanadio ndo promoveram alteragfes significativas na
producao de gases nos tempos 3, 6, 12 e 24 horas (Figura 4). No tempo de 48 horas
a menor dose de vanadio (0,25 mg/L) promoveu reducdo na producdo de gases em
comparacao a testemunha (p<0,05) e, no tempo de 72 horas, as doses de vanadio

avaliadas apresentaram reducdes significativas na producdo de gases em
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comparacao a testemunha (p<0,05), no entanto, a menor concentracdo de vanadio
(0,25 mg/L) foi a que apresentou a menor producédo de gases nao diferindo das doses
de1,0e2,0mg/L.

Optou-se por nédo inserir os dados da analise de regressao polinomial em
funcéo do baixo coeficiente de determinacao, 0,5545 e 0,5572, para os tempos de 48

e 72 horas respectivamente.
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Figura 4. Producéo de gases acumulada, expresso em mL/g MS, nos tempos de incubacao
de 48 e 72 horas. Letras mailsculas comparam médias pelo teste de Tukey, 5% de
probabilidade, no tempo de incubacéo.

3.2 Degradacéo in vitro da matéria seca

Na Tabela 3, encontra-se o resumo da anélise de variancia da degradagcdo de matéria
seca para os efeitos principais (fontes de vanadio, concentracdes do elemento e
tempos de incubacgao) e de suas interagdes.

As fontes de vanadio avaliadas, organico e inorganico, ndo diferem entre si
(p>0,05) e ndo apresentaram interacdes significativas com as concentracfes de

vanadio no meio de incubagéo e os tempos avaliados.
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Houve efeito significativo (p<0,001) da interacdo entre concentracdes avaliadas
e os tempos de incubacao, indicando que estes fatores agem de forma dependente.
Os dados do desdobramento da interacdo foram analisados através de regressao
polinomial e, os graficos que demonstram a cinética de degradacéo in vitro da matéria
seca em funcao dos tempos de incubacdo podem ser observados nas Figuras 5 e 6

(A, B, C e D). Demais interac6es ndo apresentaram efeito significativo (p>0,05).

Tabela 3 Producao de gases acumulada em funcéo da concentracao de vanadio adicionado
ao meio de incubacdo. Valores expressos em mL por grama de matéria seca.

CAUSAS DE VARIAQAO GL F P

Fontes de vanadio (V)?! 1 2,09 NS 0,1510
Concentragées (C)? 4 2,63 * 0,0378
Tempos de incubacéo (T)3 5 2063,36 ** 0,0001
Interacao (V)*(C) 4 0,96 NS 0,4348
Interacéo (V)*(T) 5 0,83 NS 0,5303
Interacéo (C)*(T) 20 4,28 ** 0,0001
Interacao (V)*(C)*(T) 20 0,94 NS 0,5432

CV (%) =5,19
! Fontes de vanadio (inorganico e organico)
2 Concentragdes de vanadio no meio de incubacéo (0; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mg.L™* no meio de
incubacéo)
3 Tempos de incubacio (3; 6; 12; 24; 48 e 72 horas)

Na Figura 5 é possivel observar o que o tratamento sem a inclusdo de vanadio
apresentou analise de regressao polinomial significativa (p<0,0001) para equacgéao de
segundo grau. No tempo de incubacédo de 72 horas o grafico demonstra a tendéncia

de estabilizacdo de degradacéo in vitro da matéria seca.
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Figura 3. Cinética de degradacédo da matéria seca para o tratamento sem inclusdo de
vanadio. (X) Valores observados e (o) valores preditos pelo modelo.

Com a inclusdo de vanadio no meio de incubacao € possivel observar que,
diferentemente do tratamento sem inclusdo de vanadio, no tempo de incubacao de 72
horas existe uma tendéncia de aumento na degradacéo in vitro da matéria seca, nao
configurando o inicio de um patamar de estabilizacdo da degradacéo (Figura 6 A, B,
C e D). Neste contexto, independentemente da concentracdo de vanadio no meio de
incubacédo, a analise de regressao polinomial obtida foi significativa para regresséo
polinomial cubica, sendo possivel observar pequenas alteracdes nos parametros da

equacao em funcéo da concentracédo de vanadio do meio de incubacéo.
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Figura 4 Cinética de degradacdo da matéria seca para os tratamentos com inclusédo
de vanadio. (X) Valores observados e (o) valores preditos pelo modelo. Em (A) 0,25
mg.L?, (B) 0,5mg.L?, (C) 1,0 mg.L?, (D) 2,0 mg.L* Vanadio no meio de incubacéo

Nos tempos de incubacdo de 6 e 12 horas ndo houve efeito significativo
(p>0,05) da concentracdo de vanadio sobre a DIVMS. Com 12 horas de incubacéo,
as doses de 0,25 e 2 mg/L promoveram uma maior degradacdo matéria seca quando
comparado com a testemunha. Decorrido 24 horas do inicio de incubacéo, todos os
tratamentos com adicéo de vanadio apresentaram maior degradacdo da matéria seca.
Decorridos 48 horas de incubacao, a dose de 1 mg/L de meio incubacé&o apresentou
uma menor taxa de degradacdo quando comparado com o tratamento sem inclusao
de vanadio, os demais tratamentos ndo diferiram da testemunha (sem adicdo de

vanadio) (Tabela 4).
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Ao final do periodo de avaliagcdo experimental ndo houve diferenca significativa

nas taxas de degradacédo da matéria seca (p>0,05).

Tabela 4 Degradacdo in vitro da matéria seca em funcdo da concentracdo de vanadio
adicionado ao meio de incubacéo, nos tempos de incubacéo. Valores de DIVMS encontram
expressos em porcentagem da matéria seca.

Vanadio Tempo de incubacao (horas)

(mg/L) 3 6 12 24 48 72
0 25,55 32,25 40,54 B 45,13 B 62,72 A 70,27
0,25 26,62 31,79 4421 A 51,53 A 61,33 AB 67,97
0,50 26,60 31,16 41,67 AB 50,20 A 62,10 A 69,73
1,00 28,68 31,51 43,63 AB 50,43 A 58,89 B 69,50
2,00 26,59 34,17 4457 A 52,16 A 60,58 AB 69,48

Letras mailsculas compraram médias, pelo teste de Tukey (p<0,05), dentro de cada tempo de
incubacéo avaliado.

Outros experimentos realizados avaliaram o efeito da suplementacao de
vanadio in vivo e demonstraram que essa suplementacdo, nao influenciou a
digestibilidade dos nutrientes. Singh et al. (2020) examinaram o efeito da
suplementacdo dietética de vanadio sobre o consumo de racdo, eficiéncia de
utilizacdo de nutrientes, desempenho de crescimento, constituintes bioquimicos do
sangue e estado enddcrino em bezerros da raca Sahiwal machos (peso = 71 + 8,06
kg) e idade (6 £ 0,82 meses) e distribuiram cinco animais em tratamentos com a
administracdo de dois, quatro e oito ppm de vanadio/ kg MS, durante 120 dias.
Observaram, dentre outras respostas, que a suplementacédo alimentar de vanadio ndo
afetou o consumo de racéo, digestibilidade dos nutrientes, ganho médio diario e

eficiéncia alimentar.

Kumar et al. (2017), suplementaram com vanadio, quatro grupos experimentais
com seis bezerros da raca Karan Fries, de 6 meses de idade. O periodo experimental
foi de 165 dias e os tratamentos foram a suplementagéo de trés, seis e nove ppm/ kg
MS. Segundo os autores, a suplementagdo de vanadio ndo teve efeito significativo
sobre o consumo de matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e nutrientes digestiveis

totais (NDT), tdo como sobre a digestibilidade de PB, extrato etéreo (EE), fibra em
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detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA). Concluiu-se que a
suplementacao de vanadio até o nivel de 9 ppm nao influenciou a taxa de crescimento

e a digestibilidade dos nutrientes em bezerros machos da raca Karan.

Cabras em lactacédo foram suplementadas com dois, quatro e seis ppm de V
inorganico’kg de MS, durante periodo experimental de 150 dias. Os autores
ressaltaram que a digestibilidade dos nutrientes permaneceu semelhante entre cabras
alimentadas com dietas basais ou suplementadas com V. Demonstraram, também,
gue a suplementacdo com V nao alterou o consumo de matéria seca (CMS), a
producédo e a composicédo do leite durante o periodo experimental. Concluiu-se que o0s
resultados dos presentes achados indicaram que, até o nivel de suplementagéo com
seis ppm, o V inorganico da dieta ndo afetou a producao e o perfil mineral do leite e
do plasma (TRIPATHI; MANI; PAL, 2019).
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4 CONCLUSOES

As doses de vanadio avaliadas apresentaram-se seguras e podem nortear novas
pesquisa com relacdo aos niveis ruminais, dados estes ndo encontrado atualmente
na literatura.

A inclusdo de vanadio no meio de incubacdo, independente da forma,
promoveu alteragcdes na cinética de degradacdo da matéria seca em relacdo a
testemunha, no entanto, ndo alterou a degradacao potencial observada em 72 horas.

A inclusdo de vanadio na forma de complexo reduziu a producdo de gases
acumulada, no entanto, ndo foi observado reducdo na degradacédo da matéria seca o

gue pode indicar uma melhor eficiéncia no processo fermentativo.
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ANEXOS

ANEXO 1- Protocolo de envio do projeto para avaliacdo pelo CEUA da
universidade brasil

UNIVERSIDADE

BRvSIL

RESOLUCAO - PARECER
COMISSAO DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS — CEUA

PROTOCOLO N° 1900033
RESPONSAVEL

RESPONSAVEL:

Gabriel M. P. de Melo

Instituigao Universidade Brasil

Unidade Descalvado

Departamento / Disciplina

Nutrigdo Animal- Mestrado Profissional emProducédo Animal

TiTULO DO PROJETO

INFLUENCIA DE FONTES DE VANADIO NA FERMENTACAO RUMINAL IN VITRO

RESOLUCAO DA COMISSAD

A Comissdo de Efica no Uso de Animais - CEUA. na sua reunifio de 03/07/2020.
APROVOU os procedimentos €ticos apresentados neste Protocolo.

Assinatura — coordenadora da comissao
Cassia Maria Barroso Orlandi




