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“Os obstaculos siao crescimentos para o espirito.”

Santa Rita de Cassia



RESUMO

ALVES, Maiane de Paula, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, agosto ddJao2do
residuo da producdo de cogumelos Pleurotus ostreatus enriquecidos com seléwa dieta

de ruminantes. Orientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya. Coorientadores: Hilario
Cuquetto Mantovani e Marcelo Teixeira Rodrigues.

Buscando uma alternativa de aproveitamento do residuo a base de bagaco de cana-de-acuca
obtido ap6s a producédo de cogumelos Pleurotus ostreatus enriquecidos com selénio (Se), o
presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o uso desse residuo na nutricdo e no
status antioxidante de ruminantes. Para tanto, foram realizados ensaios ennvithm. Em

ensaios de fermentacdo ruminal in vitro avaliamos o pH, o residuo da degradacé&o da fibra em
detergente neutro, o nitrogénio amoniacal ruminal e os &cidos organicos volateis. Os seguintes
tratamentos foram testados: (I) bagaco de cana-de-acgucar nao colonizado; (Il) resdwdea ba
bagaco de cana-de-acUcar obtido apds a producdo de cogumelos Pleurotus ostreatus nac
enriguecidos e (lll) residuo a base de bagaco de cana-de-acUcar obtido apds a producao de
cogumelos P. ostreatus enriquecidos com Se. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o PROC GLIMMIX do software SAS (Statistical Analisys System), os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
significancia. Observou-se que o0 residuo nao colonizado apresentou maior fracéo
potencialmente degradavel e menor fracdo indegradavel em relacéo aos residuos colonizados
(P<0,05) e ndo foram observadas diferencas entre os demais parametros (P>0,05). No
experimento in vivo, avaliamos o efeito do residuo enriquecidoSmmo status antioxidante

de caprinos da raca Pardo Alpina. Os seguintes tratamentos foram testados: (I) sem adicao de
Se (controle); (1) residuo nao enriquecido + selenito de s6diBEME); (111) Na:SeQ e (1V)

residuo enriquecido com Se. Apds 30 dias, foram coletadas amostras de sangue dos animais
para realizacdo das andlises das atividades das enzimas glutationa peroxidase, superédxido
dismutase, catalase e dos teores de 6xido nitrico, proteina carbonilada e malondialdeido. Todas
as variaveis foram analisadas como delineamento inteiramente casualizado no PROC
GLIMMIX do software SAS. Nao foram observadas diferencas (P>0,05) para as variaveis
avaliadas. Concluimos que o residuo nao altera o padréo fermentativo ruminal e nem o status

oxidativo sanguineo.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acucar. Selénio. Nutricdo animal. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

ALVES, Maiane de Paula, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, August, Réadue
used for production of selenium-enriched Pleurotus ostreatus mushroom in rumamt diet.
Adviser: Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-advisers: Hilario Cuquetto Mantovani and
Marcelo Teixeira Rodrigues.

Searching for an alternative of using the residue from sugarcane bagasse used for the production
of Se-enriched Pleurotus ostreatus mushrooms enriched with Se, the present study evaluated
the use of this residue in the nutrition and antioxidant status of ruminants. For this, assays were
performed in vitro and in vivo. In ruminal fermentation tests in vitro, we evaluated the pH, the
fiber degradation residue in neutral detergent, the ruminal ammonia-nitrogen and volatile
organic acids. The following treatments were tested: (I) non-colonized sugarcane bagasse; (Il)
residue from sugarcane bagasse obtained after the production $&eonched mushrooms

of P. ostreatus and (lll) residue from sugarcane bagasse obtained after the production of Se-
enriched mushrooms of P. ostreatus. Statistical analyzes were performed using PROC
GLIMMIX from the SAS software (Statistical Analisys System), the data obtained were
subjected to analysis of variance and the means were compared by the Tukey test at 5%
significance. It was observed that the non-colonized sugarcane bagasse had a higherypotentiall
degradable fraction and a lower undegradable fraction in relation to the colonized residues
(P<0.05) and no differences were observed for other parameters (P>0.05). In the in vivo
experiment, the effect of the residue enriched with Se on the antioxidant status of Alpine Pardo
goats was evaluated. The following treatments were tested: (I) without adding Se (control); (11)
non-enriched residue + sodium selenite (Na2SeO3); (ll}sB& and (V) residue enriched

with Se. After 30 days, blood samples were collected from the animals to analyze the activities
of the enzymes glutathione peroxidase, superoxide dismutase, catalase and the levels of nitric
oxide, carbonylated protein and malondialdehyde. All variables were analyzed in a completely
randomized design in PROC GLIMMIX of the SAS software. There were no differences
(P>0.05) for the variables evaluated. We can concluded that tested residue does not alter the

rumen fermentative pattern or oxidative status.

Keywords: Sugarcane bagasse residue. Selenium. Animal nutrition. Oxidative stress.
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INTRODUCAO GERAL

Pesquisas tém sido realizadas a fimseéebter alimentos enriquecidos com minerais
tais como cogumelos comestiveis enriquecidos com selénio (Se), que possam ser adicionados
a dieta para o suprimento de caréncias nutricionais (DA SILVA et al., 2010; OLIVEIRA &
NAOZUKA, 2019; LEE et al., 2006). Pleurotus ostreatus € uma das principais espécies de
cogumelos cultivadas, devido a sua rapida colonizacdo e degradacao de diferentes residuos
agricolas. Além disso, é uma espécie com alto teor de proteinas, fibras, minerais e vitaminas
(CORREA et al., 2016) e com capacidade de converter compostos inorganicos presentes nos
residuos utilizados para seu cultivo, em compostos organicos que sao mais biodisponiveis
(ASSUNCAO et al., 2014).

Para assimilar os nutrientes, P. ostreatus sintetiza enzimas extracelulares, tais como
hemiceluloses, celulases e lacases, que degradam os compostos lignocelulésicos (NAKAJIMA
et al., 2018). Para o cultivo do cogumelo P. ostreatus, os produtores optam principalmente pela
utilizacédo do bagaco de cana-de-acucar, devido a alta produtividade de cogumelos dag € obti
além de ser um residuo, facilmente adquirido a baixo custo em varias regides brasileiras, o que
incentiva ainda mais a sua utilizacdo. Entretanto, apds a producédo desses cogumelos, novos
residuos sao gerados: um bloco de residuos lignocelulésicos com micélio do fungo.

Buscando uma alternativa de aproveitamento desses residuos, nosso objetivo neste
trabalho foi avaliar o efeito do residuo bagaco de daragicar, gerado apds a producéo do
cogumelo comestivel P. ostreatus, enriquecido ou ndo com Se, como uma fonte de fibras e de

Se para ruminantes.
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Autor (E-mail): maiane.alves@ufv.br

RESUMO

O objetivo do presente estudo, foi verificee 0 residuo da producdo de cogumelos
enriguecidos ou ndo com selénio (Se) pode alterar as caracteristicas fermentativas ruminais.
Os seguintes tratamentos foram testadfisbagaco de cana-de-aglcar ndo colonizaldp; (
residuo a base de bagaco de cana-de-agucar obtido apos a producdo de cogunules Pleur
ostreatus ndo enriquecidos e)(Hésiduo a base de bagaco de admaclcar obtido apds a
producdo de cogumelos P. ostreatus enriquecidos com Se. Em ensaios de ferimentegéo
utilizando-se liquido ruminal, foram feitas as medi¢cdes de pH e a avaliagdo do residuo da
degradacéo da fibra em detergente neutro nos tempos de incubacéo 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 48, 72
e 96 h. As concentragBes de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) foram mensuradas nos
tempos de incubacéo 0, 6, 12, 24 e 48 h e as concentracdes de acidos organicos volateis (AOV),
apos 24 h de incubacdo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o PROC
GLIMMIX do software SAS e os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de significancia. Os valores de pH e NAR néo
foram influenciados (P>0,05) pelos tipos de tratamentos, nem pela interacdo tratamento x
tempo, porém houve efeito do tempo de incubacgao (P<0,05). Nao foram observadas diferencas
(P>0,05) na producéao de AOV. O bagaco de cana-de-agucar nao colonizado apresentou maior
valor da fracdo potencialmente degradavel (P<0,05) e menor valor da fracdo indegradavel,
guando comparado aos demais tratamentos (P<0,05). Concluimos que os residuos testados nac

causam alteracdes nos parametros fermentativos.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acucar. Nutricdo animal. Rumen.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evalauate if residues from the production of
mushrooms enriched or not with selenium can alter the ruminal fermentative characteristics.
The following treatments were tested: () non-colonized sugarcane bagasse; (ll) residue from
sugarcane bagasse obtained after the production ocd@enriched mushrooms of Pleurotus
ostreatus and (lll) residue from sugarcane bagasse obtained after the production of Sg¢-enriche
mushrooms of P. ostreatus. In vitro fermentation tests, pH measurements and residue
evaluation of the fiber degradation in neutral detergent were performed at incubation times 0,
3, 6,9, 12, 18, 24, 48, 72 and 96 h. The ruminal ammoniacal nitrogdéey) (Eoncentrations

were measured at 0, 6, 12, 24 and 48 h incubation times and the volatile organic¥&jd (V
concentrations after 24 h incubation. Statistical analyzes were performed using PROC
GLIMMIX from the SAS software and the data obtained were subjected to analysis of variance
and the means compared by Tukey's test at 5% significance. The ptARndaRIes were not
influenced (P>0.05) by the types of treatments, nor by the treatment x time interaction, however
there was an effect of the incubation time (P<0.05). There were no differences (P>0.05) in the
production of VOA. The non-colonized sugarcane bagasse showed a higher value of the
potentially degradable fraction (P<0.05) and a lower value of the undegradable fraction, when
compared to the other treatments (P<0.05). We conclude that the tested residues do not cause

changes in the fermentative parameters.

Keywords: Sugarcane bagasse. Animal nutrition. Rumen.



19

INTRODUCAO

O bagaco de cana-de-acucar € um dos principais substratos utilizados para o cultivo dos
cogumelos de Pleurotus ostreatus. Apos a frutificacdo dos cogumelos, os residuos compostos
por bagaco de cana-de-acglcar e micélio fungico sdo normalmente descartados. Esses residuos
apresentam menores teores de lignina quando comparado ao bagaco adacécar nao
colonizado, além de maiores teores da proteina bruta (BENTO et al., 2014).

Alternativas de uso s@o necessarias, a fim de se evitar o acumulo desses residuos no
ambiente, o que pode gerar impactos ambientais. Além disso, € importante considerar o residuo
da producdo de cogumelos enriquecidos com micronutrientes, como o selénio (Se), pois o
micronutriente fica retido no residuo, que ao ser descartado incorretamente, pode causar
toxicidade a diversos organismos.

Na dieta de ruminantes, o bagaco de cana-de-aglcar é comumente adicionado como
fonte de fibras e 0 Se como micronutriente essencial. Assim, considerando a importancia de um
adequado fornecimento de fibras e de Se para a producdo de desses animais, o presente estud
foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito dos residuos gerados apos a producédo de

cogumelos de P. ostreatus enriquecido ou ndo com Se nos padrdes fermentativos in vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de AssociacBes Micorrizicas e no
Laboratério de Microbiologia de Anaerdbios pertencentes ao Departamento de Microbiologia
e no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia, Vigosa, Minas Gerais.
Todos os procedimentos foram realizados ap6s a aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de
Animais de Producdo (CEUAP) da Universidade Federal de Vicosa (protocolo 30/2020),
seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentag&do Animal (CONCEA).

1. Obtencao do substrato
1.1 Microrganismo e condigéo de cultivo

Foi utilizado o fungo P. ostreatus, isolado Plo 02, pertencente a cole¢édo de fungos do
Laboratério de Associacdes Micorrizicas do Departamento de Microbiologia da Universidade

Federal de Vigsa (UFV). O fungo foi cultivado em placa de Petri contendo meio BDA e
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incubado em BOD a 25 °C. ApGs 7 dias de incubacao, o micélio foi utilizado para a producdo
de in6culo (Spawn) em gréos de sorgo. Antes da inoculacdo, os gréos de sorgo foram tratados
em solucédo de cloro a 2 % (v/v), lavados e cozidos em agua por 45 min. Apoés a retirada do
excesso de agua, foi adicionado sulfato de célcio (@a&Carbonato de célcio (CagPna
proporcao 4:1, em quantidade equivalente a 2 % da massa seca dos graos. Cerca de 150 g desse
graos foram acondicionados em frascos de vidro de 200 mL e autoclavados a 121 °C por 60
min (LUZ et al., 2013).

1.2 Preparo do substrato de cultivo

O bagaco de cana-de-acucar foi coletado da feira livre de Vicosa, colocadccpara se
e, posteriormente, picado em moinho de martelo com peneira de 10 mm. Esse bagaco picado
foi imerso em solucédo de cal hidratada (Ca@®H 2 % (m/v) por um periodo de 16 h.
Posteriormente, realizou-se a centrifugacdo do material para retirada do excesso de agua e
procedeu a inocula¢do com o fungo, de acordo com a técnica sugerida por NUNEBETl. (

1.3 Enriquecimento do substrato de cultivo com Se

Apbs a centrifugacdo, um quilograma desse substrato foi acondicionado em cada sacola
plastica. Foram adicionados 10 mL de solucdo de selenito de sédie®@)ana concentracao
de 25 mg de SKg*de substrato. Em seguida, inoculou-se 150 g de in6culo. Também foram
cultivados substratos com o fungo sem a adicéo de Se, onde foram adicionados10 mL de agua
destilada (DA SILVA et al., 2010). As sacolas contendo o substrato inoculado com o fungo,
foram armazenadas em temperatura ambiente até a completa colonizacdo do substrato,

aproximadamente 30 dias.

1.4 Choque térmico, frutificacdo e colheita dos cogumelos

Apoés a completa colonizacdo do substrato, as sacolas foram mantidas a 10 °C durante
24 h, para inducdo dos primordios fungicos. Apos esse periodo, as sacolas foram transferidas
para sala de frutificacdo, com umidade relativa e temperatura de cerca de @&® 28 °C,

respectivamente. A colheita dos cogumelos foi realizada antes da completa abertura do pileo.
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ApoOs a colheita dos cogumelos, os residuos foram secos e moidos em moinho de faca

utilizando-se peneira de 1 mm.
1.5 Composicéo quimica dos residuos

Os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), proteina insollvel em detergente
neutro (PIDN), fibora em detergente neutro (FDN), fibora em detergente neutro indigestivel
(FDNi), fibra em detergente &cido (FDA), extrato etéreo (EE), lignina e cinzas nos residuos,
foram seguidas as seguintes metodologias (DETMANN et al., 2012): MS (Método INCT-CA
G-003/1); PB (Método INCT-CA N-001/1); PIDN (INCT-CA N-004/1); FDN (Método INCT-

CA F-002/1); FDNi (INCT-CA F-008/1); FDA (Método INCT-CA F-004/1); EE (Método
INCT-CA G-004/1); lignina (Método INCT-CA F-005/1) e cinzas (Método INCT-CA M-
001/1).

2 Analises dos parametros fermentativos
2.1 Obtencéo do liquido ruminal e incubagao in vitro

Foram utilizadas duas novilhas da raca Nelore fistuladas no riumen, alimentadas com
bagaco de cana-de-acUcar fornecido a vontade e mistura mineral completa e tiveram livre
acesso a agua. Apés 15 dias de adaptacdo a dieta, foi realizada a coleta do liquido ruminal no
periodo da manha, antes do fornecimento da dieta aos animais. O liquido ruminal coletado foi
acondicionado em garrafa térmica e transferido para sala climatizada (39 °C), onde foi filtrado,
utilizando-se sacos de tecido de algodao. Posteriormente, 10 mL de in6culo ruminal, foi
adicionado sob fluxo continuo de di6xido de carbono2j@m frasco contendo 250 mg de
residuo adicionado de 40 mL de solucdo tampédo McDougall (MCDOUGALL, 1949). Os
frascos foram fechados com tampas de borracha e lacres de aluminio e mantidos sob agitacdo
orbital, utilizando-se uma mesa agitadora (TégnaForam incubados 10 frascos por
tratamento e o procedimento de incubacéo foi repetido 4 vezes. Foram avaliados os seguintes
tratamentos(l) bagacgo de cande-acucar ndo colonizado (BNC)l)(residuo a base de bagaco
de canade-aclcar obtido apés a producéo de cogunielastreatus ndo enriquecidos (RNE);

(Il residuo a base de bagaco de cana-de-acgucar obtido apos a producdo de c&gumelos
ostreatus enriquecidos com Se (RES
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2.2. Determinacao do pH

Para avaliagdo do pH, utilizou-se um medidor digital de pH (Didinedodelo DM-
2P previamente calibrado. As medicdes de pH foram realizadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 18,

24, 48, 72 e 96 h ap0s a incubacéo.

2.3. Determinacgédo da degradacao dos residuos da FDN

Foram avaliados os tempos 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 48, 72 e 96 h ap0s a incubacéo. Ao
final de cada tempo de incubacao os frascos foram retirados da sala climatizada e o contetdo
filtrado em cadinhos filtrantes (porosidade grossa). A analise de FDN do residuo filtrado foi
realizada conforme a Metodologia (INCT-CA F-002/1) descrita por DETMANN et al. (2012).

2.4. Determinacao da concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR)

A concentracdo de NAR foi determinada pelo método colorimétrico, conforme
metodologia descrita por CHANEY & MARBACH (1962). Para medicdo da absorbancia,
utilizou-se espectrofotdbmetro da marca Thermo Sciefitifitodelo Multiskan GO. A
absorbéancia foi medida a 630 nm e foi utilizado o cloreto de amonigQINEbmo padrdo. A
concentracdo de NAR foi avaliada nos tempos 0, 6, 12, 24 e 48 h ap6s a incubacéo.

2.5. Determinacédo das concentracdes dos acidos organicos volateis (AOV)

As concentracdes de AOV foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). O processamento de limpeza das amostras foi realizado conforme metodologia
descrita por SIEGFRIED et al. (1984). Foi utilizado cromatégrafo da marca Thermo Séientific
modelo Dionex Ultimate 3000 Dual acoplado a um detector de indice de refragdo Shodex RI-
101 mantido a 45 °C. Para separacdo dos acidos organicos foi utilizada coluna de exclusao
ibnica Phenomenex Rezex ROA mantida a 45 °C. Utilizou-se acido suffids8@y) 5 mmol
como fase movel. Para a curva de calibracdo, foram realizadas diluicdes seriadas a partir de
padrdes com as seguintes concentracdes: &cido acético (60 mM), o acido propiénico (40 mM)
e o0 acido butirico (20 mM). As concentragdes dos AQV (acidos acético, propionico e butirico)
foram avaliadas apos 24 h de incubagéao.



23

3. Andlises estatisticas

Os valores de pH e NABbtidos para os diferentes tempos de incubacao foram avaliados
segundo esquema fatorial (tratamento x tempo de incubacdo). Os residuos de FDN nos
diferentes tempos, para cada tratamento, foram submetidos, por intermédio do algoritmo de
Gauss-Newton, ao ajustamento do modelo ndo-linear descrito por VAN MILGEN et al. (1991).

As andlises estatisticas foram realizadas usando o procedimento PROC GLIMMIX do
software SAS (Statistical Analisys System). Os dados obtidos das analises foram submetidos a

andlise de variancia e as médias obtidas comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve um aumento do teor de PB nos residuos obtidos apés a producdo dos cogumelos
P. ostreatus, em comparacdo ao bagaco de cana-de-acUcar ndo colonizadol)Té&bela
aumento da proporcdo de PB nos residuos colonizados € devido a degradacédo de parte dos
compostos lignocelulésicos (TUYEN et al., 2013) e a sintese das proteinas flngicas
(KERMANI et al.,, 2019). Entretanto, observamos um aumento de PIDN nos substratos
colonizados (Tabela 1), mas ao avaliarmos a diferenca da PB com o PIDN, observamos que a
guantidade de PB disponivel € 275 % e 328 % maior, respectivamente nos residuos colonizados

sem ou com Se.
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Tabela 1 - Teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), proteina insolivel em detergente
neutro (PIDN), fibra em detergente neutro (FDN), fibora em detergente neutro indigestivel
(FDNi), fibra em detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE), cinzas e lignina nos residuos
BNC, RNEe RES

Tratamentos*
Item (%) BNC RNE RES
MSt 90,25 89,76 90,39
PB? 1,37 2,95 3,29
PIDN 0,56 0,72 0,70
FDN 69,29 63,80 62,74
FDNP 21,01 32,44 32,24
FDA? 52,46 48,83 48,85
EE? 0,43 0,20 0,15
Cinzas 10,11 7,72 7,65
Ligning 7,00 5,75 5,99

"BNC - bagaco de cardge-aglicar ndo colonizado; RNE - residuo a base de bagaco déecana-
acucar obtido apGs a producdo de cogumelos Pleurotus ostreatus nao enrigR&sdes

residuo a base de bagaco de cana-de-acucar obtido apos a producédo de cogumelos Pleurotu
ostreatus enriquecidos com seléAfmrcentagem com base na matéria natépakcentagem

com base na matéria seca

Obagaco de cana-de-acucar ndo colonizado apresentou maior valor da fracdo U e menor
valor da fracdo | comparado aos residuos colonizados (P<0,05) (Tabela 2). Esse resultado é
corroborado pela avaliagcao descritiva da composi¢cao quimica, onde se verifica um aumento da
FDNIi nos residuos colonizados (Tabela 1). A diminui¢do da degradabilidade da fibra pode ser
devido a utilizacdo de compostos como a hemicelulose e a celulose pelo fungo (BENTO et al.,
2014; ZHENG et al., 2020). Verifica-se também que houve reducéo no teor de lignina quando
o0 residuo é colonizado (Tabela 1), o que foi também verificado por BENTO et al. (2014) em
residuo de bagaco de cana-de-agucar e também por KASUYA et al. (2015) em residuo de café.
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Tabela 2 - Fracao potencialmente degradavel da FDN (U), fracdo indegradavel da FDN (I), taxa
fracional de degradacao (k), pH ruminal (pH), nitrogénio amoniacal ruminal (NAR), acetato
(A), propionato (P), butirato (B) e relacdo acetato:propionato (A:P) nos residuos BNC, RNE e
RES

Item Tratamentos EPM Valor P
BNC RNE RES
U 66,79a 49,37b 53,57b 2,82 0,01
I 33,20a 50,64b 46,44b 2,82 0,01
Kt 0,055 0,041 0,041 0,008 0,504
pH 6,8 6,8 6,8 0,01 0,97
NAR? 0,048 0,067 0,060 0,04 0,066
A3 59,212 51,213 45,207 7,237 0,252
P 33,574 42,552 48,181 5,585 0,292
B3 7,213 6,234 6,611 1,526 0,721
A:P 2,079 1,417 1,344 0,532 0,242

"BNC - bagaco de carde-acticar ndo colonizado; RNE - residuo a base de bagaco déecana-
acucar obtido apds a producdo de cogumelos Pleurotus ostreatus ndo enrigg&sdes

residuo a base de bagaco de cana-de-acgucar obtido apos a producdo de cogumelos Pleurotu
ostreatus enriquecidos com selénio; EPM - erro padréo da ridatias em #; 2dados em mg

dL?; *dados em porcentagem (%); médias nas linhas seguidas por letras diferentes diferiram a
5 % de probabilidade

N&o foi observado efeito para tratamento (P>0,05), assim como ndo houve interacédo
entre tratamento e tempo de incubacéo sobre o pH (P>0,05) (Figura 1). No entanto, houve efeito
do tempo de incubacédo nos valores de pH (P<0,05). Até as 6 h de incubacgédo, houve queda nos
valores de pH e apds esse periodo, o pH manteve-se estavel (Figura 1). O valor de pH igual a
6,75, obtido apés 12 h de incubacao, foi o menor valor observado durante todo o periodo de
incubacdo. Considerando que o pH é um dos principais fatores que afetam a atividade
microbiana e, consequentemente, a digestibilidade das fibras (HOOVER, 1986), O valor de pH
observado (Figura 1) corrobora com a falta de efeito para tratamentos, pois valores de pH acima
de 6,0 ndo afetam negativamente a atividade das enzimas produzidas pelos microrganismos
fibroliticos, como as celulases e as xilanases (MOULD & JRSKOV, 1983, MORGAVI et al.,
2000, MOURNO et al., 2001).



26

6,95 A

6,91 -

6,87

pH
[ J

6,83

6,79{ B oC
o€ oC «

C
[ ]
6,75 re : : : : : : .

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Tempo de incubagéo (h)

Figura 1 - Valores de pH em fun¢éo do tempo de incubagédo quando os residuos foram incubados
em liquido ruminal de bovinos. Pontos seguidos de letras diferentes sdo estatisticamente
diferentes pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade

A producéo de NAR aumentou ao decorrer do tempo (P<0,05), atingindo a concentracao
de 0,2125 mg dt ap6s 48 h de incubacio (Figura 2), sendo esta tendéncia, comumente
observada na incubacao in vitro, devido a utilizacdo da proteina presente no meio, pelos
microrganismos (QUIGLEY et al., 1992). Porém, mesmo com a producédo crescente de NAR,
os valores obtidos foram menores que 5 mg, djue € considerado um valor minimo adequado
para manter o crescimento microbiano no rimen (SATTER & SLYTER, 1974). A baixa
producao de NAR pode estar relacionada com o baixo teor de PB dos residuos (Tabela 1), pois,
nas condi¢des tropicais, teores de PB abaixo de 8 % da MS, limita a atividade microbiana
(LAZZARINI et al., 2009; SAMPAIO et al., 2010). Assim, a suplementacao de forragens de
baixa qualidade com nitrogénio aumenta a producdo de NAR (ORTIZ-RUBIO et al., 2007;
DETMANN et al., 2011).
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Figura 2 - Valores de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) em funcdo do tempo, quando os
residuos foram incubados em liquido ruminal de bovinos. Pontos seguidos de letras diferentes
sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade

A producéo de AOV nao apresentou diferencas significativas em relacdo aos residuos
testados (P>0,05). Porém, observamos que a producdo de propionato, que é considerado o
principal precursor gliconeogénico em ruminantes, aumentou 26,74 % em residuo colonizado
nao enriquecido e 43,5 % em residuo colonizado enriquecido com Se, em relagcédo ao residuo
nao colonizado (Tabela 2). Os resultados indicam que os produtos gerados na fermentacéo estac
compativeis com valores observados em dietas com volumosos que sdo comumente fornecidas
aos ruminantes (VAN SOEST, 1994). O aumento na producdo de propionato esta em
concordancia com os resultados observados quando leveduras selenizadas foram adicionadas ¢
dieta de caprinos (ABBASI et al., 2018) e de bovinos (WANG et al., 2009).

CONCLUSAO

Os residuos obtidos ap06s a producao dos cogumelos P. ostreatus, enriquecidos ou nao
com Se, podem ser utilizados na alimentacdo de ruminantes, pois nao trazem efeitos negativos

no padrao fermentativo, além de aumentar o teor de proteina bruta disponivel.
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RESUMO

O selénio (Se) € um nutriente essencial, sendo a acao antioxidante uma de suas principais
funcdes. Na dieta de animais de producéo, o Se pode ser adicionado na forma organica ou
inorganica. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso do residuo bagaco de cana-
de-acucar obtido apés a producdo de cogumelos enriquecidos com Se, no status antioxidante
de caprinos da raca Pardo Alpina. Foram utilizados 16 animais, distribuidos nos seguintes
tratamentos: (I) sem suplementacédo de Se (cont(dleyesiduo ndo enriquecido com $e

selenito de sodio (N&eQ); (1) NaSeQ; (IV) residuo enriquecido com Se. Os animais foram
alojados em baias individuais e teor de Se na dieta foi de 0,3 rhdeKgatéria seca. Apds 30

dias, foram coletadas amostras de sangue, antes do fornecimento da dieta, por puncgéo da veig
jugular. As amostras foram coletadas para avaliagdo das atividades das enzimas glutationa
peroxidase, superoxido dismutase e catalase e dos teores de éxido nitrico, proteina carbonilada
e malondialdeido. As variaveis foram analisadas como delineamento inteiramente casualizado,
utilizando o PROC GLIMMIX do software SAS (Statistical Analysis System). Nao foram
observadas diferencas dos parametros avaliados entre os tratamentos (P>0,05), o que indica que
o residuo com Se ndo causou toxicidade aos animais. Concluimos que o residuo ndo alterou os

parametros sanguineos relacionados ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: Bagago de cana-de-agucar. Glutationa peroxidase. Pleurotus ostreatus.
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ABSTRACT

Selenium (Se) is an essential nutrient, being the antioxidant action is one of its main functions.
In the diet of animals, Se can be added in organic or inorganic form. The present study was
carried out with the objective to evaluate the use of sugarcane bagasse residue generated after
the production of selenized mushrooms in the antioxidant status goats Pardo Alpina race. There
were used 16 animals, distributed in these treatments: (1) residue enriched with 1$@-(
enriched residue + sodium selenite {82Q); (Ill) NaSeQ; (IV) without Se supplementation
(control group). The animals were housed in individual stalls and the Se content in the diet was
0.3 mg Kg' of dry matter. After 30 days, were collected blood by puncture of the jugular vein,
before the diet was supplied. The samples were collected to evaluate the activities of the
enzymes glutathione peroxidase, superoxide dismutase and catalase and the levels of nitric
oxide, carbonylated protein and malondialdehyde. The variables were analyzed as a completely
randomized design, using PROC GLIMMIX from the SAS software (Statistical Analysis
System). There were no differences in evaluated parameters in the treatments (P>0.05),
indicating that the residue with Se didn’t cause toxicity to the animals. So, it is possible to

conclude that the residue can be added to the goat diet as an alternative supplement.

Keywords: Sugarcane bagasse. Glutathione peroxidase. Pleurotus ostreatus.
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INTRODUCAO

A suplementacao de dietas de animais de producdo com Se diminui os efeitos deletérios
dos radicais livres, refletindo diretamente na salde desses animais (LUKUSA &
LEHLOENYA, 2017). Diferentes fontes de Se podem ser adicionadas a dieta de ruminantes.
Geralmente, as fontes mais utilizadas sdo o selenito de sodiSe@®aou a levedura
selenizada. O N&eQ por ser uma fonte inorganica de Se, apresenta menor biodisponibilidade
quando comparado a levedura selenizada, que é composta por moléculas orgéanicas de Se, comc
selenometionina e selenocisteina (RECZYNSKA et al., 2019).

O N&SeQ ¢ adicionado ao substrato de cultivo de cogumelos enriquecidos ¢om Se
como o bagaco de cana-de-agucar (OLIVEIRA & NAOZUKA, 2019). Apos a colheita dos
cogumelos, os residuos colonizados podem ser aproveitados na dieta de ruminantes, como fonte
de fibras mais facilmente degradada pelos microrganismos ruminais (BENTO et al., 2014), as
guais possuem ainda residuos de Se adicionado, além daqueles incorporados ao micélio do
fungo presente nesse residuo.

O selénio (Se) é um micronutriente essencial, pois esta presente no sitio ativo da enzima
glutationa peroxidase (GSH-Px), que juntamente com as enzimas catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD) comp&em o sistema antioxidante, cuja principal funcéo € evitar o acumulo
de radicais livres gerados durante o metabolismo (BARBOSA et al., 2010). Além da atividade
das enzimas mencionadas, outros marcadores do estresse oxidativo incluem o 6xido nitrico
(NO), a proteina carbonilada (PCN) e o malondialdeido (MDA).O teor de NO diminui em
condicGes de estresse devido a reacdo com o anion superdxigpréduzindo o anion
peroxinitrito (ONOO) (MONCADA & BOLARNOS, 2006), enquanto a PCN é gerada a partir
da oxidacéo proteica (LEVINE et al., 1990) e o MDA é formado durante a peroxidacéo lipidica
(DEL RIO et al., 2005).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacéo
da dieta de caprinos com residuo a base de bagaco ddecagizcar enriquecido com Se,
resultante da producédo de cogumelo Pleurotus ostreatus, sobre a atividade das enzimas que
compdem o sistema antioxidangea concentracdo de compostos relacionados ao estresse

oxidativo.
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MATERIAL E METODOS
1. Animais e dieta

O experimento foi conduzido no Setor de Caprinocultura do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais, ap0s a aprovacao da
Comisséo de Etica no Uso de Animais de Producdo (CEUAP) da Universidade Federal de
Vigosa (protocolo 126/2019), seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Foram utilizadas 16 caprinos da raga Pardo Alpina, entre
7 a 8 meses de idade, com peso corporal médio de 32,5 + 6 Kg. Os animais foram alojados em
baias individuais com livre acesso a agua.

A dieta fornecida aos animais foi composta de 50 % de concentrado e 50 % de
volumoso. O feno de capim Tifton-85 (Cynodgm) foi utilizado como volumoso. As dietas
foram fornecidas durante 30 dias, 2 vezes ao dia, considerando-se 10 % de sobra. Os seguintes
tratamentos foram avaliados: (I) sem suplementacdo com Se (controle); (ll) residuo néo
enriguecido + selenito de sodio @$&Q); (11l) Na:SeQ; (V) residuo enriquecido com Se. O
teor de Se adicionado na dieta foi calculado de acordo com as recomendagdes do NRC (2007)
para caprinos em crescimento, que é de 0,3 migd€gvS.

2.2 Coleta do sangue e andlises

Apods 30 dias, foram coletadas amostras de sangue, antes do fornecimento da dieta, por
puncao da veia jugular. As amostras de sangue foram coletadas em tubos vacutainer contendo
EDTA e, posteriormente, foram centrifugadas a 1000 g, a 4 °C por 10 min, para separacao do

plasma sanguineo.

2.2.1 Andlise da glutationa peroxidase (GSHPX)

A atividade da enzima GSRHx foi determinada conforme metodologia descrita por
CICHOSKI et al (2012). Foi adicionado ao plasma, tampao fosfato (60mM), azida sédica
(ImM) e EDTA (0,5mM). Como controle, utilizase tampao reacional composto por
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) a 0,2mM, glutationa reduzidaa 1,12 mM
e glutationa redutase. Posteriormente, adicionou-se peroxido de hidrog&pd 8,72 mM

e incubou-se a 37 °C por 10 min. A absorbancia foi monitorada durante 5 min, usando
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espectrofotdmetro a 340 nm (Thermo Scierftifitodelo Multiskan GO). A atividade da GSH-
Px foi expressa em U mL

2.2.2 Determinacédo da atividade da superodxido dismutase (SOD)

Para determinacéo da SOD, inicialmente adicionou-se 3 mL de solucéo salina 0,9 % em
0,5 mL de sangue e realizou-se 3 lavagens de hemacias, centrifugando durante 10 min a 1000
g e retirando o sobrenadante. Apés a ultima lavagem, adicionou-se 2 mL de 4gua destilada a
amostra e foi realizada a homogeneizacao. Para promover a hemolise, a amostra foadeixada
baixa temperatura (4 °C) por um periodo de 15 min. Em seguida, as amostras foram diluidas

no Ransod Diluent (na proporgao 1:200). A atividade da SOD foi expressa em.U mL

2.2.3 Determinacao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada conforme metodologia descrita por HADWAN &
ABED (2015), com algumas modificacdes. Utilizou-s®©Fcomo substrato. O volume de 5
puL de amostra foi incubado com 100 pL da mistura de reacao, contgdgle tAampéao fosfato
a pH 7,4. Ap6s 3 min de incubacdo, adicionou-se 150 puL de molibdato de aménio
((NH4)eM07024.4H0) a 32,4 mM. Para a preparacdo do branco foram incubados 5 pL de
amostra, 100 pL de solucdo de tampéo fosfato e 150 pL de molibdato de aménio. Para cada
amostra incubada, foi preparado um branco. O consumo.@e fdi determinado em
espectrofotdmetro a 374 nm (Thermo Scierftifimodelo Multiskan GO). A atividade
enzimatica foi expressa em U phL

2.2.4 Determinacao da producéo de oxido nitrico (NO)

A producéo de NO foi determinada pelo método indireto de GRIEBRESHAM et al.,
1996). O volume de 50 pL de plasma foi incubado com 50 pL da solucdo de sulfanilamida
(CeHsN202S) a 1 % por 10 min. Posteriormente, adicionou-se 50 pL de solucéo itle naft
etilenodiamina diclorito (NED) a 0,1 % em &cido fosfériceaREk) 5 % por mais 10 min. A
leitura da absorbéancia foi realizada a 540 nm, utilizando-se espectrofotbmetro (Thermo

Scientific® modelo Multiskan GO). A concentragdo do NO foi determinada utilizando uma
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curva padrdo com concentracdes conhecidas de nitrito de sodio {fNaNfDantidade de NO

foi expressa em pM.

2.2.5 Determinacédo da producao de proteina carbonilada (PCN)

A producdo de PCN foi determinada conforme a metodologia descrita por LEVINE
(1990). O volume de 200 pL de plasma diluido em salina (0,9 %) foi incubado com 800 uL de
dinitrofenilhidrazina (DNPH) a 10 mM em &cido cloridrico (HCI) 2 M por 1 h, ao abrigo de
luz. Para preparacéo do branco foram incubados 200 pL do soro diluido com 800 pL de HCI a
2 M. Apos esse periodo, adicionou-se 500 pL de acido tricloroacético (TCA) a 40 %, agitadas
em vortex, centrifugadas a 10.000 g por 10 min a 4 °C e descartado o sobrenadante. Os
precipitados formados foram lavados 3 vezes com 1 mL de solucéo etanol:acetato de etila (1:1)
e centrifugados novamente a 10.000 g por 10 min a 4 °C. Apos a Ultima lavagem os pellets
foram ressuspensos em SDS (sodium dodecyl sulfate) a 6 %. O sobrenadante obtido foi
transferido para placa de Elisa e realizada a leitura a 370 nm em espectrofotdmetro (Thermo

Scientifi® modelo Multiskan GO). A quantidade de PCN foi expressa ermhi¥

2.2.6 Determinacao da producéo de malondialdeido (MDA)

Paa avaliacdo da peroxidacao lipidica, foi realizada a quantificacdo do MDA, conforme
a metodologia descrita por BUEGE & AUST (1978). Foram adicionados 400 pL de solucdo de
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) em 200 uL de plasma. A reacao ocorreu
a 90 °C em banho-maria durante 40 min. Apds o equilibrio com a temperatura ambiente, foram
acrescentados 600 pL de n-Butanol e foi realizada a centrifugacéo durante 5 min a 1200 g. Apos
esse periodo, a formacédo de TBARS foi monitorada pela absorcao de luz em espectrofotémetro
(Thermo Scientifi® modelo Multiskan GO) a 535 nm. O teor de MDA foi expresso em mg de
proteina, sendo calculado pela razdo entre a absorbancia e o coeficiente de extingdo molar do
4cido tiobarbiturico (€ = 0,156 pmol L™). A concentraco de proteina foi determinada conforme
metodologia descrita por BRADFORD (1976).
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3. Andlises Estatisticas

Todas as variaveis foram analisadas como delineamento inteiramente casualizado,

segundo o modelo:
YVijg =10 + Ti + &k

Onde: yu = média gerdl; = efeito fixo para tratamente;;;, = erro aleatorio. Todas as variaveis
foram analisadas pelo PROC GLIMMIX do software SAS (Statistical Analysis System versao
9.4), as médias dos quadrados minimos foram consideradas diferentes qu@fdo: R
tendéncia foi utilizada quando 0,05<P<0,10. A variacdo de peso vivo foi utilizada como

covariavel e, caso ndo significativa, retirada do modelo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram encontradas diferencas significativas nas atividades das enzimas GSH-Px,
SOD e CAT e nem nos teores dos compostos NO, PCN e MDA (P>0,05) (Tabela 3).

A GSH-Px é uma selenoenzima do sistema de defesa antioxidante, composta por 4
atomos de Se, podendo ser utilizada para determinar de forma indireta, o Se sérico e,
consequentemente, auxiliar na escolha da suplementacdo GRSMADZINSKA et al.,

2008). A metodologia de avaliacdo da GSH-Px é rapida, eficiente e de menor custo, quando
comparada com os métodos de andlise direta de Se.

No presente estudo, avaliamos a atividade da GSH-Px, que é responsavel por catalisar
a reducdo do ¥D. a partir da oxidagéo do tripeptideo glutatigpadY, 2009) e a atividade de
outras importantes enzimas relacionadas ao sistema antioxidante (SOD e CAT). A SOD é
responsavel por realizar a dismutacdo do anion superéxijo d@e é uma espécie reativa de
oxigénio extremamente toxica as células, ex@z€ oxigénio molecular (§ (ANDREYEV et
al., 2015). Enquanto a CAT decompde fkem agua (:0) e Q. Além das atividades das
enzimas, foram avaliados os teores de compostos biolégicos que servem como indicadores do
estresse oxidativo (NO, PCN e MDA).

Em condicdes de estresse oxidativo, ha aumento nos teores de NO, PCN e MDA, sen
0 Se um importante antioxidante, que pode ajudar na diminuigdo dos efeitos deletérios desses
compostos. Porém, por ser um micronutriente, a dosagem de Se fornecida aos animais, deve ser
guantificada e avaliada corretamente, pois superdosagens podem gerar efeito inverso, causanda

toxicidade e podendo aumentar ainda mais o estresse oxidativo (SHEN et al., 1999). No
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presente estudo, a dosagem de Se fornecida, ndo favoreceu o aumento do estresse oxidativo
indicando que a dose testada ndo causou toxicidade. Esse pode ser um dos motivos de n&o have
diferenca entre os grupos de animais suplementados e o grupo controle (ndo suplementado com
Se). Para exemplificar como determinados compostos podem induzir o estresse oxidativo, em
um estudo realizado por DAUNDKAR & RAMPAL (2014) foi avaliado em caprinos, o efeito

do Carbendazim, que é um fungicida utilizado na agricultura, considerado de baixa toxicidade
aos mamiferos. Observou-se aumento da producédo de MDA no grupo de animais expostos ao
fungicida, porém no grupo de animais expostos ao fungicida e suplementados com Se, a
producdo de MDA diminuiu, indicando que o Se preveniu a peroxidacao lipidica e que a dose
utilizada desse micronutriente néo foi toxica.

Outro importante fator que contribui para a auséncia de resultados no presente estudo,
foi a sanidade dos animais testados. Em um estudo com caprinos realizado por DIAZ-
SANCHEZ et al. (2017) verificou-se que a resposta imune a Mannheimia haemolytica, um
agente causador de doencas no sistema respiratorio, aumentou em animais suplementados con
Se Além disso, as atividades de GSH-Px e CAT e a concentracdo de MDA foram diferentes
entre 0s animais que receberam Se e 0s animais nao suplementados.

O efeito do Se nos organismos depende de diferentes fatores, incluindo a interacao
sinérgica entre o Se e outros micronutrientes, como o iodo (AGHWAN et al., 2013) ou zinco
(KUMAR et al., 2013). A fonte utilizada também pode afetabsorcéo, influenciando na
biodisponibilidade do elemento no organismo. QS¢4} € a principal fonte de Se adicionada
a racao animal, devido ao seu baixo custo. Em um estudo com caprinos, realizado por
PAVLATA et al. (2011), observou-se que a atividade da ®SHho grupo de animais que
receberam uma dose de SeQ (0,4 mg dia) foi maior quando comparada a atividade da
enzima no grupo que recebeu a mesma dosagem de Se a partir de um complexo proteico
produzido por Lactobacillus acidophilus cultivado em substrato contendge®aJa SHI et
al. (2011) verificaram que em um grupo de caprinos suplementados com nano Se elementar
(0,3 mgKg™! de MS), houve o aumento da atividade da GSH-Px, SOD e CAT em relacéo aos
grupos suplementados com o mesmo teor de Se na formaSk\au de levedura selenizada.

As respostas podem variar, de acordo com o periodo de suplementacdo. Em um experimento
com caprinos, PETRERA et al. (2009) ndo encontraram diferencas na atividade da GSH-Px nos
primeiros dias de suplementacéo entre o grupo controle com teor de Se na dieta basal de 0,13

mg Kg! de MS e os grupos que receberam Se na forma ge®sou levedura selenizada
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(0,26 mg Kg' de MS). Porém, ap0s o periodo de 112 dias, a atividade de GSH-Px no grupo
controle foi menor em relacdo aos grupos suplementados cese@®au levedura selenizada.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, o residuo enriquecido com Se nao
alterou os padrdes oxidativos dos animais e a dosagem de Se testada ndo causou toxicidade. A
variacao de peso vivo ndo influenciou (P>0,05) nenhuma das variaveis avaliadas, assim nao foi

utilizada no modelo estatistico.

Tabela 3 - Avaliacdo dos parametros relacionados ao estresse oxidativo no sangue de caprinos,
apo6s 30 dias alimentados com dieta adicionada de: | = sem adicao de selénio (cor#role); Il
NaSeQ; Il = residuo ndo enriquecido + p&eQ; IV= residuo enriquecido com selénio

I I I v EPM Valor P

GSH-Px (U mLY) 8,58 7,38 8,18 10,19 1,79 0,7306
SOD (U mLY) 329,39 320,47 337,11 283,44 90,12 0,9751
CAT (U mLY) 81,32 3999 8564 70,74 22,82 0,5103
NO (M) 17,50 17,31 20,24 16,82 2,83 0,8275
PCN (nM mLY) 151 1,37 1,41 1,93 0,36 0,6826
MDA (nM mg de proteind) 021 0,29 0,21 0,31 0,05 0,4254

GSH-PX: glutationa peroxidase; SOD: superdxido dismutase; CAT: catalase; NO: Oxido
nitrico; PCN: proteina carbonilada; MDA: malondialdeido; EPM: erro padrdo da média

CONCLUSAO

O residuo enriquecido com selénio obtido apés a producdo de cogumelos comestiveis,

nao causou alteracdes nos parametros sanguineos relacionados ao estresse oxidativo.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que os residuos gerados apos a
producao do cogumelo Pleurotus ostreatus enriquecidos ou ndo com selénio (Se), poderao ser
adicionados a dieta de ruminantes, como uma fonte de fibras e o residuo enriquecido com Se

podera ser usado na dieta de ruminantes como uma fonte alternativa de Se.
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e com as normas editadas pelo Conselho Naciomal de Controle da Esq:a'mrnlal;aoﬂﬂmn} (COMCEA), e fm
aprectado pela Comussio de Etica no Uso de Amimais de Produgio da Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-
UFV) em revmifio de 10 de marco de 2020.

Finalidade: { x }Pesquisa ( )Ensino

Vigéncia do Projeto: 05 de Abril 2020 a 30 de abril de 2020

Espécie/llinhagem: Bovino Nelore (Bos indicus)

IN* de animais: 02 / Peso: 250 kg / Idade: 02 anos / Sexo: Fémea

Origem: Setor de Bovinocultura de Corte - UFV/DZO — CNPJ/CPE: 25.944.455/0001-96

CERTIFICATE

We cemtify that the project entitled "In witro ruminal fermentation parameters for using edible
mushroom residue”, protocol mumber 13/2020, mnder the responsibility of Maria Catarina Megumi Kasuya
- which mvolves the production maintenance andlor use of ammals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except man). for scientific research purposes (or education) - 1s In accordance with the
law n°. 11.784, of October B, 2008, Decree n®. 6899 of July 13, 2009. and the mules 1ssued by the Brazlian
National Council for Amimal Expermmmon Control (CCNCEA} and was approved by the Ethics
Commiszion on the Use of Farm Animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in ifs meeting on
Mar. 10th of 2020
Finality: { x )Research ( JEducation
Duration of the Project: from Apr. 05th, 2020 to Apr. 30th, 2020.

Species/strain: Nellore cattle (Bos indicus)
Number of animals: 02 / Weight: 250 kg / Age: 01 years / Sex: Female
Source: Setor de Bovinocultura de Corte - UFV/DZO — CNPJ/CPF: 25.944.455/0001-96
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ANEXO 2

' ﬂ | UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
h COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMALS DE PRODUCAO
RS cruapury

Cimgous Cniversiairne - Vg, AN - 368 70-000 - Tolefone. 73 1) 3800075 el b site wiw cowa il

Vigoza, 05 de abril de 2020
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulade "Utilizacdo do residuo bagaco de cana-de-acacar obtido apés a
producio de cogumelos selenizados de Plewrotus osfreatus como suplemento na dieta de cabras",
protocolo o 126/2019, sob a responsabilidade de Maria Catarina Megumi Kasuya - que suvolve a produgdo,
manutencio e'on utilizagio de ammais 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 o° 11.794, de 8§ de outubro
de 2008, do decreto o® 6.899. de 15 de julho de 2009, e com as nomas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacio Amimal (CONCEA), & fou apreciado pela Comissie de Etica no Uso de Animags de
Produgio da Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) em reunido de 10 de marco de 2020,

Finalidade: ( x }Pesquisa { JEnsino

Vigéncia do Projeto: 05 de Abril 2020 a 31 de maio de 2020
Espécie/linhagem: Caprinos (Capra hircus)

N° de animais: 16 / Peso: 30 kg/ Idade: 07 a 08 meses Sexo: Fémea

Origem: Setor Caprinoculitura - UFV/DZO — CNPJ/CPE: 25944 455/0001-96

CERTIFICATE

We certify that the project entifled "Waste of production of mushroom Plenrofus osfreafus seleninm-
enriched as supplementary in diet of goats”, protocol mmber 12672019, imder the responsibality of Maria
Catarina Megumi Kasuya - which mvolves the production maintenance and/or use of ammals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except man), for scientific research purposes (or education) - 1s in
accordence with the law n°. 11.794, of October 8. 2008, Decres n®. 6899 of July 15, 2009, and the rules issued
by the Brazilian National Council for Animal Expermmentation Comtrol (CONCEA), and was approved by the
Ethics Commission on the Use of Farm Animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in its
mesting on Mar. 10th of 2020.

Finality: ( x )Research ( JEducation

Duration of the Project: from Apr. 05¢h, 2020 to May 31th, 2020.
Species/strain: Goats (Capra hircus)

N° of animals: 16 / Weight: 30 kg / Age: 07 to 08 months / Sex: Female

Source: Setor de Caprinocultura - UFV/DZO — CNPI/CPF: 25.944.455/0001-96
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