UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

ANDRE OSTRENSKY

DESEMPENHO DE VACAS LEITEIRAS SUPLEMENTADAS COM LISINA E
METIONINA PROTEGIDAS DA DEGRADACAO RUMINAL EM DOIS NiVEIS DE
PROTEINA BRUTA DIETETICA

CURITIBA
2018

ANDRE OSTRENSKY



DESEMPENHO DE VACAS LEITEIRAS SUPLEMENTADAS COM LISINA E
METIONINA PROTEGIDAS DA DEGRADACAO RUMINAL EM DOIS NiVEIS DE
PROTEINA BRUTA DIETETICA

Tese apresentada como requisito parcial a obtencdo do
grau de Doutor em Zootecnia, no Curso de Poés-
Graduag¢do em Zootecnia, Setor de Ciéncias Agrarias,
da Universidade Federal do Parana.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo de Almeida.
Coorientador: Prof. Dr. Marcos Neves Pereira.

CURITIBA
2018



Ostrensky, André
Desempenho de vacas leiteiras suplementadas com lisina e
0S85d metionina protegidas da degradacédo ruminal em dois niveis de
proteina bruta dietética / André Ostrensky. - Curitiba, 2018.
106 p.: il.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Parana. Setor de
Ciéncias Agrarias, Programa de Pés-Graduacdo em Zootecnia.

Orientador: Rodrigo de Almeida

Coorientador: Marcos Neves Pereira

1. Aminoacidos na nutricdo animal. 2. Proteinas na nutricdo
animal. 3. Bovino de leite — Nutricdo. |. Almeida, Rodrigo de. Il.
Pereira, Marcos Neves. lll. Titulo. IV. Universidade Federal do
Parana.

CDU 636.2.034.084

Sistema de bibliotecas/UFPR, Biblioteca de Ciéncias Agrarias, Douglas Alex Jankoski — CRB 9/1167



MINISTERIO DA EDUCAGCAC

SETOR SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAC
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO ZOOTECNIA

TERMO DE APROVACAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagiao em ZOOTECNIA da Universidade
Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigdo da tese de Doutorado de ANDRE OSTRENSKY intitulada:

Desempenho de vacas leiteiras suplementadas com lisina e metionina protegidas da degradagao ruminal em dois niveis de

proteina bruta dle(éﬂca. apés terem inquirido o aluno e realizado a avaliagdo do trabalho, sdo de parecer pela sua
APROVASAQD no rito de defesa.

A outorga do titulo de doutor esta sujeita a homologagao pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicacdes e corregdes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduagéo.

Curitiba, 25 de Abril de 2018.

Presidente da Banca Examinadora

4 /L /\M Aﬂ% Wlﬂ(""!

EX MAIORI RONALDO BRAGA REIS
valiador Intefno Avaliador Externo
g‘frr‘%;-k/ \ L =t Q0
SIMONE GISELE DE OLIVEIRA RO FERREIRA
Avaliador Interno Avaliador Externo

" Rua dos Funcionarios, 1540 - Curitiba - Parand - Brasil
CEP 80035-050 - Tel: (41) 3350-5861 - E-mail: ppgz@ufpr.br


mailto:ppgz@ufpr.br

MINISTERIO DA EDUCACAQ

SETOR SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO ZOOTECNIA

ATA N°0152018

ATA DE SESSAO PUBLICA DE DEFESA DE DOUTORADO PARA A OBTENGCAO DO
GRAU DE DOUTOR EM ZOOTECNIA

No dia vinte e cinco de abril de dois mil e dezoito s 08:00 horas, na sala Anfiteatro do Hospital Veterinario, Setor de Ciéncias
Agrarias da UFPR, foram instalados os trabalhos de arguigéo do doutorando ANDRE OSTRENSKY para a Defesa Publica de sua
tese intitulada Desempenho de vacas leiteiras suplementadas com lisina e metionina protegidas da degradagéo ruminal em
dois niveis de proteina bruta dietética. A Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagéo em
ZOOTECNIA da Universidade Federal do Parand, foi constituida pelos seguintes Membros: RODRIGO DE ALMEIDA (UFPR), ALEX
MAIORKA (UFPR), RONALDO BRAGA REIS (UW MADIS), SIMONE GISELE DE OLIVEIRA (UFPR), LEANDRO FERREIRA
GRECO (UF), . Dando inicio & sess&o, a presidéncia passou a palavra ao discente, para que 0 mesmo expusesse seu trabalho aos
presentes. Em seguida, a presidéncia passou a palavra a cada um dos Examinadores, para suas respectivas argui¢es. O aluno
respondeu a cada um dos arguidores. A presidéncia retomou a palavra para suas consideracdes finais. A Banca Examinadora,

~
entdo, reuniu-se e, apos a discusséo de suas avaliagbes, decidiu-se pela ﬁﬂm VA QAO do aluno. O doutorando foi

convidado a ingressar novamente na sala, bem como os demais assistentes, ap6s o que a presidéncia fez a leitura do Parecer da
Banca Examinadora. A aprovagao no rito de defesa devera ser homologada pelo Colegiado do programa, mediante o atendimento
de todas as indicacdes e corregoes solicitadas pela banca dentro dos prazos regimentais do programa. A outorga do titulo de doutor
esta condicionada ao atendimento de todos os requisitos e prazos determinados no regimento do Programa de Pés-Graduagéo.
Nada mais havendo a tratar a presidéncia deu por encerrada a sesséo, da qual eu, RODRIGO DE ALMEIDA, lavrei a presente ata,

que vai assinada por mim e pelos membros da Comissao Examinadora.

Curitiba, 25 de Abril de 2018.

Presidentd da Banca Examinadora

‘/’b( / E/L'-D’w’ il

ALEXMAIORI RONALDO BRAGA REIS
Avaliador Intern Avaliador Externo

P

- R "
Iy { Yoo o, .
SIMONE/GISELE DE OLIVEIRA LEANDRO FERREI RECO
Avaliador Interno Avaliador Externo

Rua dos Funcionarios, 1540 - Curitiba - Paraﬁ‘a' - Brasil
CEP 80035-050 - Tel: (41) 3350-5861 - E-mail: ppgz@ufpr.br



Dedico este trabalho a minha

familia, em especial a meus irmaos,
Antonio e Eunice, que sempre
acreditaram na minha capacidade e me
apoiaram. Também a Luciene e ao
Eduardo, com a paciéncia e apoio
incondicionais a realizagdo deste trabalho.
Mas, acima de tudo, ao meu pai, Eugénio

e a minha méae, Leda.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos os alunos da PUCPR e da UFPR que me apoiaram e se
dedicaram acima das expectativas para realizar com afinco o experimento: Kamila
Rausis, Carolina Maguerroski, Amanda Moro dos Santos, Rebecca Mayre de Jesus,
Bruna Becker, Leticia Schmeil, Ana Leticia Poletto, Daniele Moro e Ana Paula
Murara.

Agradeco ao Rafael Canonenco, que facilitou muitas coisas do projeto.

Agradeco ao Alceu Miguel Grebogi, coordenador do Setor de Bovinocultura
de Leite da FEGA e a equipe.

Agradeco a Amanda Anater, pelo valioso apoio nas atividades laboratoriais.

Agradeco ao Giancarlo Negro, pela dedicagé&o acima de qualquer condigéo.

Meu profundo agradecimento ao entdo mestrando e atualmente doutorando
Deivid Roni Ribeiro, a quem eu devo grande parte da realizacao desta tese.

Meu profundo agradecimento a Kemin, pelo apoio e paciéncia que, com
todos os percalcos administrativos, acreditou no projeto e propiciou a sua realizacao.

Agradeco ao co-orientador Prof. Marcos Neves Pereira, pela ideia, pelo
apoio e por toda a parte de Minas Gerais do projeto, junto com a Julia Diane Lima
Dias e com a Rayana Brito da Silva, pelas valiosas dicas.

Um especial agradecimento ao meu orientador, Prof. Rodrigo de Almeida,
que sempre acreditou em mim e me abriu as portas para esta etapa tdo importante
da minha formacao.

Agradeco a minha familia, em especial aos meus irmaos, Antonio e Eunice,
a Tia Halha e ao Dennis, por sempre me incentivarem € me cobrarem 0 andamento
do projeto; a minha querida Mae e ao meu Pai, sempre presentes na minha vida.

Um agradecimento muito especial a minha esposa, Luciene, e ao meu filho
Eduardo, que me ajudaram e ajudam muito e que tantas vezes me esperaram e
aceitaram minha auséncia para os compromissos do projeto.

Agradeco a Deus, pela vida e por permitir conhecer e conviver com todas

estas pessoas.



Cada um de nds compbe a sua historia
Cada serem si
Carrega o dom de ser capaz
E ser feliz.
(Almir Sater)



RESUMO

Tem havido interesse crescente na cadeia produtiva do leite pela otimizacao
da nutricdo proteica de vacas em lactacao. A revisao de literatura mostra que a
reducdo da proteina bruta (PB) na dieta para valores muito baixos compromete a
producdo de leite, mas valores elevados resultam em aumento da excre¢do de
nitrogénio e reducéo da eficiéncia em sua utilizagdo. Neste contexto, a suplementacéo
de lisina e metionina protegidas da degradacgao ruminal (LMPR) pode suprir possivel
exigéncia de aminoacidos (AA) na proteina metabolizavel (PM), visando aumento de
producao de leite e de componentes do leite. Este projeto objetivou, em um primeiro
experimento: avaliar a suplementacdo de teores crescentes de LMPR em dietas com
valores minimos de PB dietética e PM ajustada, com énfase na producédo e
composicédo de leite e na eficiéncia da sintese de proteina microbiana ruminal. No
segundo experimento, avaliar 0 uso de dois teores de PB dietética, sem e com
suplementacéo de LMPR sobre o desempenho de vacas (parametros de produgéo e
composi¢cao de leite; do metabolismo nitrogenado; de peso vivo e de escore de
condicdo corporal). No primeiro experimento, o fornecimento de PM adequada, com
PB de 16% e em trés teores de LMPR n&o resultou em aumento de producgéo de leite
ou de sélidos no leite e tampouco alterou a concentracéo plasmatica de AA, exceto
pela reducao linear de metionina (2,05 vs. 2,02 vs. 2,00 vs. 1,99% dos AA essenciais),
para os tratamentos controle, baixa, média e alta suplementacdo de LMPR na PM,
respectivamente. Supde-se que a auséncia de resposta aos suplementos envolveu
reducdo da digestdo da dieta no trato total e reducdo da ingestdo de matéria seca,
provavelmente por reducdo da sintese de proteina microbiana. No segundo
experimento, a elevagéo da PB (15,1 vs. 16,5% MS) resultou em aumento dos teores
de proteina leite (3,27 vs. 3,32%), de caseina no leite (2,48 vs. 2,53%), sem alterar a
producédo de leite ou producéo de proteina. Houve aumento da excrecao de nitrogénio
ureico no leite e na urina. Fornecer LMPR reduziu a concentracdo de glicose
plasmatica, aumentou o teor de nitrogénio ureico urinario (413,6 vs. 448,6 mg/dL,
respectivamente para os grupos sem e com suplementacédo de LMPR) e os derivados
de purina, indicando possivel aumento da produ¢ao de proteina microbiana, mas n&o
teve impacto sobre producéo de leite ou de componentes do leite.

Palavras-chave: Aminoacidos. Nutricdo proteica. Proteina metabolizavel.



ABSTRACT

There has been a growing concern to improve protein nutrition eficiency for
dairy cows. The literature review shows an effort to decrease crude protein (PB) levels,
but excessive low content may decrease milk production. By the other hand, to
increase PB levels results in poor N efficiency. Amino acids (AA) supplementation shall
provide limiting AA to metabolizable protein (PM), to improve milk yield and solids in
milk yield. This project aimed, in the first trial: to evaluate the effects of increasing levels
of rumen protected lysine and methionine (LMPR) supplementation in low PB, but
metabolizable protein (PM) sufficient diets, emphasizing milk production, milk solids
and the role of rumen microbial synthesis. In the second trial, the objective was to
measure the effects of two dietary PB levels, associated or not to LMPR
supplementation, in dairy cows performance (milk production, milk components, N
metabolism, live weight and body condition score). In the first trial, the 16% PB with
enough PM diet and three crescent levels of LMPR supplementation did not result in
milk yield or milk components change. Increasing LMPR in PM decreased linearly
methionine plasmatic content (2.05 vs. 2.02 vs. 2.00 vs. 1.99% of essential AA,
respectively for control, low, medium and high AA in PM, respectively). The absence
of lactation response to the AA supplements apparently involved lowered total tract
nutrient digestibility and dry matter intake, probably due to the decreased rumen
microbial protein. In the second trial, the increasing PB content (15.1 vs. 16.5%)
resulted in higher crude milk protein (3.27 vs. 3.32%) and casein content (2.48 vs.
2.43%), however without any response in milk yield and in milk contents yield. There
was, also, an increase in and urine milk urea N. To feed LMPR decreased plasmatic
glucose content and increased urine ureic N (413.6 vs. 448,6 mg/dL, respectively for
the LMPR non-supplemented and supplemented groups) and increased purine
derivatives, suggesting a possible rise in microbial protein. However, there was no
effect on milk production and contents.

Key-words: Amino acids. Metabolizable protein. Protein nutrition.
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1 INTRODUGCAO

O consumo de leite no mundo tera aumentos significativos nos proximos anos
e o Brasil figura como um dos paises mais promissores para atender a este aumento
de demanda, por reunir varias condi¢cbes favoraveis. Por outro lado, ha demanda da
sociedade para que esta producdo ocorra com aumento de produtividade e ndo com
aumento das unidades de producédo e para que a produgcdo seja cada vez mais
sustentavel.

E para que os animais alcancem elevada e eficiente producédo leiteira, ha a
necessidade de maior precisdo na nutricdo proteica, fazendo com que a proteina
dietética ndo seja fornecida em excesso em relacdo as necessidades decorrentes da
producao.

Em face disto, tem havido no Brasil o fortalecimento dos sistemas de
pagamento do leite ao produtor com base na composicdo do produto. Volume de leite
continua sendo valorizado, com bonificacdo para maiores producbes diarias.
Entretanto, acredita-se que cada vez mais havera valorizacdo da producdo de
proteina e mesmo da gordura do leite. Além disto, a busca por maior eficiéncia na
nutricdo proteica das vacas em lactagdo justifica-se também pelo custo que este
nutriente representa e pelo maior risco de eliminac&o de nitrogénio (N) para o0 meio
ambiente.

Para atender a esta demanda, a formulac&o de dietas para vacas em lactacéo
tem ido além dos conceitos de proteina bruta (PB), proteina degradavel (PDR) e n&o
degradavel ruminal (PNDR) e incorpora cada vez mais 0s conceitos de proteina
metabolizavel (PM) e de aminoacidos (AA) em percentual da PM.

Os dois principais AA limitantes para a sintese de proteina pela glandula
mamaria sao a lisina (Lys) e a metionina (Met), baseado nos ingredientes comumente
utilizados. Desta forma, a suplementacao de AA protegidos da degradac&o ruminal na
dieta, no Brasil, ganha forca pela limitada disponibilidade de suplementos de origem
vegetal que visam melhorar o fornecimento de PM e pela proibicdo do uso de
suplementos proteicos de origem animal na alimentacao de ruminantes.

Na literatura, ha estudos, que serdo abordados pela revisdo adiante,
avaliando os efeitos da suplementacéo de AA protegidos, mas os resultados também

sao variados, em razao do teor de produc¢ao dos animais em quest&o, das quantidades
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de AA suplementados, dos teores de PB dietética e de outros fatores. Porém, ndo ha
informacdes de trabalhos realizados nas condi¢cdes usuais do Brasil, quando se trata
da suplementacao de lisina associada a metionina, ambas em formato protegido da
acdo microbiana ruminal (LMPR) e especialmente em diferentes teores de PB
dietética. O interesse em avaliar o uso de LMPR nas condi¢des brasileiras se deve as
particularidades de composicdo bromatologica, genética dos animais, clima e
mercado, entre outros.

Ha, portanto, uma demanda na cadeia produtiva do leite no Brasil em se
detalhar os possiveis efeitos do balanceamento de LMPR para vacas em lactagéo
sobre parametros produtivos e sobre indicadores do metabolismo de nitrogénio destes
animais, com destaque a interagdo com o teor de PB da dieta.

A fim de se atingirem os objetivos, esta tese foi organizada em capitulos,
tomando-se por base a normatizagdo de trabalhos académicos da Universidade
Federal do Parana, atualizada em 2017.

O Capitulo 1 corresponde arevisao de literatura, abordando-se um resumo do
metabolismo proteico, os efeitos do fornecimento de diferentes teores de proteina
bruta dietética e a suplementacao de lisina e metionina para vacas em lactacéo.

O Capitulo 2, intitulado “Teores de metionina e lisina na proteina
metabolizavel para vacas em lactagdo” tem como objetivo apresentar o experimento
inicial, realizado em ljaci, MG, onde se fixou 0 teor de proteina metabolizavel,
comparando-se 0 controle com trés teores de lisina € metionina como proporgéo da
proteina metabolizavel.

O Capitulo 3, intitulado “Suplementacdo de aminoacidos protegidos da
degradacdo ruminal, em dois teores de proteina bruta dietética em rebanho
comercial’, que teve como objetivo avaliar a interacdo entre dois teores de proteina
bruta dietética, com e sem a suplementacdo de lisina e metionina protegidos da
degradacao ruminal.

A justificativa para a realizacdo do experimento € uma demanda do setor
lacteo, que busca otimizar o uso da proteina bruta dietética, visando melhor ajuste de
custo ao produtor e também atender a uma demanda da sociedade para racionalizar

0 uso de nitrogénio na producéo de leite. Desta forma, reduz-se a necessidade de uso
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de recursos naturais e orienta-se a um menor risco de excre¢do de nitrogénio ao
ambiente.

A hipdtese deste trabalho € que a resposta a suplementacdo de lisina e
metionina protegidas da degrada¢do ruminal para vacas leiteiras, em dietas de menor
teor de PB que os usualmente praticados em rebanhos comerciais, seja semelhante
a resposta em dietas com maior concentragcdo de PB sem suplementacdo destes
aminoacidos, mensurada por meio de parametros metabdlicos e zootécnicos.

O objetivo geral do projeto foi avaliar os efeitos da suplementagéo de lisina
associada a metionina protegidas da degradagao ruminal para vacas de alta producéo
em lactagao.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

a) Avaliar a performance da lactacdo como resposta aos teores crescentes
de lisina e metionina protegidas ruminalmente em dietas com baixos teores
de nitrogénio, mas suficientes em proteina metabolizavel;

b) Avaliar os efeitos sobre desempenho zootécnico e parametros metabdlicos
da suplementacao lisina e metionina protegidas da degradagcao ruminal,
em dietas com dois teores de proteina bruta para vacas de alta producéo

em lactacao.
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2 CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

RESUMO

O objetivo desta revisdo € compilar informagdes sobre a variagéo dos teores
de proteina bruta (PB) dietética e a suplementacao de lisina (Lys) e metionina (Met)
na dieta de vacas em lactacdo. Observa-se tendéncia a reduzir o teor de PB na dieta
de vacas leiteiras, visando melhorar a eficiéncia no uso de N. Tratamentos com
menores teores de PB resultam em reducéo da excrec¢do de N nos dejetos, porém,
pode haver reducao da ingestédo de matéria seca (IMS), reducéo da producgdo de leite
e da producéo de componentes do leite, embora os resultados sejam variaveis. Por
outro lado, ha aumento da eficiéncia de uso do N, com reducdo dos teores de
nitrogénio ureico na urina e no leite (NUL). A redugdo da PB n&o resultou em
decréscimo da percentagem de gordura no leite € nem do teor de lactose.
Demonstrou-se a importancia da Met e da Lys como os dois aminoacidos (AA) mais
frequentemente limitantes para vacas em lactacio, em dietas a base de milho e farelo
de soja. O teor de proteina no leite € mais frequentemente responsivo a
suplementacdo de Lys e Met do que a producao de leite em si, especialmente se
fornecidos pds-pico de producdo. Os aumentos da produgdo de proteina, como
consequéncia da suplementacédo de um dos dois AA, Lys ou Met, sdo mais provaveis
de serem preditos quando o teor do outro AA esta proximo ou ao teor estimado da
exigéncia. Os resultados da suplementacdo de Lys e Met s&o variaveis, especialmente
quanto a producdo de leite. Em geral, a suplementacéo de Met resultou em aumento
de producéo de proteina verdadeira no leite e houve relatos de aumento do teor de
gordura no leite, com ligeira reducéo da IMS. A suplementac&o de Lys parece ter tido
respostas mais variaveis que a da Met isoladamente. Embora também seja variavel,
sugeriu-se manter a relagéo 3 Lys: 1 Met na proteina metabolizavel (PM)e 6,6 a7,2%
de lisina e 2,2 a 2,4% de metionina na PM, visando maximizar a proteina no leite. As
informacgdes compiladas mostram resultados variaveis sobre a producéo de leite das
vacas suplementadas, sobre producdo de componentes do leite e sobre a eficiéncia
do uso de N.

Palavras-chave: Aminoacidos. Nitrogénio ureico. Producgao de leite.
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ABSTRACT

The objective of this is to review the information on literature regarding crude
protein (PB) levels and rumen protected lysine (Lys) and methionine (Met)
supllementation (LMPR) for dairy cows. In the last decades there has been a trend to
decrease PB, to enhance N efficiency. In treatments where lower PB were fed there
was a decrease in N excreted in feces and urine, however in some of them there was
a drop in dry matter feed intake (IMS), milk production and milk components
production, but the results vary among trials. Some papers show an improvement on
N efficiency, since milk urea N and urinary ureic N decreased. To feed lower PB did
not impact fat and lactose contents. The importance of Lys and Met as the two most
limiting amino acids (AA) for lactating cows is well supported, specially in corn and
soybean meal-based diets. Milk protein percentage is shown to be more responsive to
LMPR feeding than milk yield, particularly if fed post-peak. It is more feasible to predict
milk protein production supplying LMPR when the the other AA level is properly
adjusted or very close to the requirement. The response to feed LMPR is variable,
specially concerning milk production. In general, increasing Met in the diet increased
milk true protein yield and, in some trials, an increase in fat percentage and a slight
drop in IMS. To supply Lys seems to have more variable responses than feeding Met.
It is suggested do keep the Lys: Met ratio on metabolizable protein (PM) in 3: 1 and to
supply 6.6 to 7.2% Lys and 2.2 to 2.4% Met on PM to maximize milk protein. The
literature review present variable results on different PB levels and LMPR supply,
concerning milk production, milk components and N efficiency.

Key-words: Amino acids. Milk production. Ureic nitrogen.
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2.1 INTRODUCAO

A nutricdo proteica de bovinos leiteiros se baseou, durante muito tempo,
apenas no conceito de proteina bruta, que € a quantificacdo do teor de nitrogénio
presente na amostra de alimento, multiplicado por 6,25. Este fator origina-se do
conceito que as proteinas possuem, em média, 16% de N em sua composicao. Porém,
este método nao diferencia a origem do N, tornando-se necessaria a divisdo entre
proteina verdadeira e nitrogénio n&o proteico (NNP), para melhorar a descricdo da
composi¢ao nitrogenada dos alimentos.

Pela dindmica da digestdo dos compostos nitrogenados no rumen, o NRC
(2001) caracterizou a divisdo entre PDR e PNDR. Atualmente, € adotado como
parametro da nutricdo proteica a proteina metabolizavel (PM), que é a proteina
verdadeira disponivel para degradacédo no abomaso e absor¢ao no intestino delgado.
A PM compde-se da PNDR, da proteina microbiana (PMic) e de uma menor fragao, a
proteina endégena. Como os demais animais de producédo, a vaca tem exigéncia de
aminoacidos (AA) e ndo de proteina em si (NRC, 2001). Assim, torna-se necessario
entender o balanco ruminal de nitrogénio, seu fluxo de proteina verdadeira para o
abomaso e intestino e a absorcéo de AA, para que se consiga o melhor perfil de AA
essenciais (AAE) na PM, aliado a maxima digestdo da PM. Desta forma, visa-se
disponibilizar AA para a sintese de proteinas pela vaca para o atendimento das
exigéncias de mantenca, crescimento, lactacdo, gestacao e reproducgao.

Objetiva-se fornecer quantidades adequadas de PDR, para que se atendam
as exigéncias microbianas de N para a sintese de PMic, porém sem excedé-las. O
excesso de N, naforma de N amoniacal, oriundo da degradacao ruminal de compostos
nitrogenados, € drenado ao figado pela veia porta, convertido em ureia que, por sua
vez, é lancada na corrente sanguinea, parcialmente reciclada via saliva e excretada,
via urina e via leite. Ainda, a otimiza¢do da produc&o de PMic depende grandemente
do aporte adequado de carboidratos, o que n&o é o foco desta revis&o.

A eficiéncia da utilizacdo de N é baixa em vacas leiteiras, com somente 25 a
35% do N consumido da dieta, excretado no leite. Ou seja, do total consumido de N
por uma vaca em lactacdo, esta proporcéo é utilizada para a sintese de aminoacidos
da proteina lactea. Uma fragéo € utilizada para crescimento, quando for o caso, e

reposicéo de tecidos corporais. O restante € eliminado via urina e fezes (WANG et al.,
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2010) e mesmo via leite, na forma de nitrogénio ureico no leite (NUL). A excrecéo de
N nos dejetos € uma funcdo direta da ingestado deste nutriente (YAN et al., 2006),
porém, a excrecdo nas fezes tende a ser menos variavel que a encontrada na urina
(HYNES et el., 2016). E a maioria deste N no fezes de bovinos pode acabar sendo
liberada na atmosfera na forma de emissdes de 6xido nitroso, nitrato e amodnia
(BRODERICK, 2003).

Algumas estratégias podem ser langadas para a melhora do aporte de AAE
ao intestino delgado de vacas em lactagédo, como: a) a variagao do teor de PB da
dieta, pratica ainda usual em algumas situagdes de campo no Brasil; b) o fornecimento
de suplementos ricos em PNDR; e ¢) o fornecimendo de AA protegidos da degradacgao
ruminal.

Tradicionalmente, ha pouca oferta de produtos reconhecidos pelo mercado
como fontes de PNDR, especialmente se levada em conta a proibicdo, no Brasil, do
uso de alimentos de origem animal na alimentac&o de ruminantes. Portanto, sera dada

énfase na variacdo dos teores de PB e a suplementacdo de AA nesta revisao.

2.2 EFEITOS DA UTILIZACAO DE DIFERENTES TEORES DE PROTEINA BRUTA
NA ALIMENTACAO DE VACAS EM LACTACAO

Observa-se uma clara tendéncia de reduzir o teor de PB na dieta de vacas
leiteiras, ao longo das ultimas décadas. Tamminga (1992) sugeriu, ao avaliar o
impacto ambiental da excrecao de N, que dietas para vacas em lactacdo ndo deveriam
exceder a 18,7% de PB. O advento de novas tecnologias de produgc&o mostrou a
possibilidade de reducdo destes teores, como o0 uso de somatotropina bovina
recombinante (rBST), que permitiu em vacas de alta produtividade receberem dietas
com 17,5% de PB, desde que com 35 a 37% de PNDR (WU; SATTER, 2000). St-
Pierre e Thraen (1999) consideraram que, com o uso de dieta total misturada (TMR),
foi possivel reduzir a PB média da dieta do rebanho de 17,7% para 17,3%,
comparando-se fornecimento em lote unico com a divisdo do rebanho em grupos com
diferentes teores de PB.

Frank e Swenson (2002) observaram reducédo da producgéo de leite ao

comparar tratamentos com alta (proximos a 17,2%) e baixa (proximos a 13,2%) PB na
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dieta de vacas, porém neste caso a reducio proteica foi bastante drastica. Mesmo
assim, houve maior percentagem de proteina verdadeira no leite nas dietas de baixa
PB, resultando em producdes semelhantes de solidos no leite, ja que os tratamentos
n&o influenciaram os teores de gordura no leite. Tratamentos com maiores teores de
PB resultam em aumento da excrec&o de N nos dejetos.

A reducao da PB dietética tem sido recomendada como o método mais efetivo
para reducédo das emissbes de Oxido nitroso em rebanhos leiteiros. Estima-se que
esta medida cause uma melhora de 7 vezes na eficiéncia de mitigacdo, quando
comparada com a eficiéncia de reducao da emiss&o deste gas por meio da estocagem
e manejo de dejetos (MARINI; VAN AMBURGH, 2005). Destaca-se, ainda, que o N
excretado nas fezes € muito menos volatil do que aquele excretado via urina. Desta
forma, a excrecdo de N via fecal resulta em menor produgéo de éxido nitroso, quando
comparada a excre¢ao via urina.

Em experimento comparando-se trés teores de PB dietética (15,1, 16,7 e
18,4% PB), Broderick (2003) observou maior ingestdo de matéria seca (MS) e maior
ingestdo de N com o aumento da PB. No grupo com 15,1% PB observou-se menor
producdo de leite, producdo de leite corrigida para gordura, produgcdo de proteina e
porcentagem de proteina. Com o aumento do teor de PB na dieta, houve aumento
linear das concentracdes de NUL (9,2, 12,4 e 15,9 mg/dL, respectivamente). Portanto,
nao houve resultado favoravel ao aumento do teor de proteina na dieta de 16,7 para
18,4%, mas a reducgdo para 15,1% resultou em perda de alguns parametros de
desempenho.

Segundo Belanche et al. (2012), a redugéo da proteina dietética de 110 para
80% das exigéncias de N resultaram em uma substancial redugdo da diversidade
microbiana ruminal e da abundancia total de bactérias, fungos anaerdbios e
metanogénicas € a maior parte das bactérias celuloliticas consideradas. Isso foi
consistente com a redugédo da digestibilidade da matéria organica quando as vacas
consumiram o que os autores definiram por baixa proteina, se comparadas as vacas
que receberam alta proteina. Em dietas com maior teor de amido, a diferenca dos
teores de proteina se mostrou mais acentuada sobre a populacdo ruminal,
provavelmente por maior saturagdo do ambiente com os produtos da fermentacéo

ruminal, especialmente acidos graxos volateis. Ou seja, maior concentra¢ao de acidos
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graxos volateis e menor disponibilidade de N resultou em depressao mais pronunciada
da producao de PMic.

A suplementacdo de concentrados com diferentes teores de PB (baixa
proteina, 14,1%; média, 16,1%; e alta, 18,1%, na MS), em vacas manejadas em
pastagem de azevém perene, ndo resultou em diferencas no consumo voluntario de
alimentos, producgé&o ou composi¢do do leite. Os autores entenderam que o teor de N-
amoniacal dietético no tratamento com menor PB foi suficiente para atender as
exigéncias das vacas. O fornecimento de concentrado com baixa proteina reduziu a
excrecdo de N nas fezes, comparado com o fornecimento de alta proteina, segundo
Hynes et al. (2016). A excregéo total de NUL aumentou linearmente com o aumento
do teor de PB do concentrado, de modo que vacas que receberam PB elevada
excretaram, em média, 1,08 g/dia a mais do que as vacas do grupo de menor proteina.
O teor de NUL decresceu linearmente com a reducé&o do teor de PB do concentrado;
-1,6 e -3,6 mg/dL para vacas de média e baixa PB, respectivamente, comparadas as
de alta. Entretanto, o teor de PB n&o teve efeito no NUL quando se analisa este
parametro em func&o do N total ingerido. Os autores encontraram alta e positiva (r =
0,72) correlagéo entre a excrecgao total de NUL (mg/dia) a excre¢cdo de N urinario
(g/dia). Demonstraram, neste trabalho, que a maior parte do excesso de N fornecido
na dieta foi eliminado na forma de urina.

Em um experimento avaliando os efeitos da reducéo dos teores de PB
dietética para vacas em final de lactacéo, Barros et al. (2017) observaram reducéo
linear da produc¢ao de leite, producéo de leite corrigida para gordura e proteina e da
producdo de leite corrigida para energia, de acordo com o decréscimo da PB.
Inclusive, houve resposta quadratica, indicando que a magnitude do decréscimo
nestas variaveis aumentou a cada decréscimo da PB. Houve efeito significativo
quando se comparou a diferenca entre teores mais extremos de decréscimo (16,2
para 13,1% PB) e, especialmente, apos 4 semanas, das 12 de duracéo da fase de
avaliacdo do experimento. Os autores discutiram a possivel existéncia de um pool de
N variavel, que as vacas podem liberar temporariamente, para manter um curso mais
estavel do metabolismo de nitrogénio, quando a PB da dieta se torna deficiente. Os
dados sugerem que quando a PB dietética foi reduzida de 16,2 para 14,4% estas

possiveis reservas ou ndo foram necessarias ou foram suficientes para manter um



26

curso mais estavel do balanco de nitrogénio e, consequentemente, da producéo de
leite.

Barros et al. (2007) também afirmaram nao houve efeito da interacdo de
tratamento (teor de PB x semana de interac&o) para leite corrigido para gordura e
proteina e nem para producdo de leite corrigida para energia, mas houve para a
producédo de leite. A reducdo da PB levou a reducdo da produgcdo de proteina
verdadeira no leite. Ndo foram observados efeitos sobre a percentagem de gordura
no leite, mas em razao da reducdo da producao de leite, a produgdo de gordura no
leite foi reduzida com os menores teores de PB dietética. O mesmo padréo de
comportamento foi encontrado com a lactose.

A estimativa dos autores para a relagéo entre NUL diario e producéo diaria de
proteina no leite foi de 3,74 para 1,79 g/kg com a reducéo dos teores de proteina na
dieta. A relagdo inversa entre producéo de proteina no leite e NUL diario pode ser
interpretada como a quantidade em g de proteina secretada no leite por g de N ureico
no leite. Esta relacdo aumentou de 279 para 630 g/g, em comportamento quadratico,
com a reducdo da PB da dieta.

Com o advento da possibilidade de uso de AA protegidos da degradacgéo
ruminal, surgiram estudos, relacionados a seguir, que avaliaram a interacdo entre o
teor de PB na dieta e a suplementacéo de AA.

Leonardi et al. (2003) delinearam um experimento em quadrado latino 4 x 4,
com dois teores de PB (16,1 e 18,8%) com e sem a suplementacéo de metionina (0,07
g/100 g MS dieta). Nenhuma interacéo foi observada entre o teor de PB e a
suplementacdo de metionina, assim como nao houve diferenca entre os tratamentos
para producgao de leite e ingestdo de MS. Com a adi¢&o de metionina, a concentragao
de proteina no leite aumentou de 3,17 para 3,26%. Entretanto, o maior teor de PB
dietética resultou em reducéo do teor de proteina no leite (3,24 vs. 3,18%). Os teores
de gordura foram baixos em todos os tratamentos, mas aumentaram de 2,33 com
16,1% de PB para 2,68% no tratamento com 18,8% PB. N&o houve efeito dos
tratamentos para extrato seco desengordurado ou teor de lactose. O aumento do teor
de PB na dieta aumentou o teor de NUL em 3,9 mg/dL e em 1,67 g/dia. A
suplementacdo de metionina ndo alterou a excrecdo de N na urina ou nas fezes.

Porém, fornecer mais proteina na dieta resultou em 2,4 L (21,8 vs. 24,6 L/dia) a mais
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de produgcdo estimada de urina por vacal/dia e 1,7 pontos percentuais nas
concentragdes de N urinario e fecal.

Ainda no experimento de Leonardi et al. (2003), a suplementacdo de
metionina nao teve efeito sobre volume de urina ou sobre a excrecédo de N urinario.
Maiores concentracbes de N foram encontradas na urina (9,3 vs. 10,8 mg/dL) e nas
fezes (27,8 vs. 29,3 g/lkg MS), quando se compararam os teores de PB na dieta,
respectivamente 16,1 e 18,9%. Portanto, com o aumento do volume de urina,
associado com o aumento do teor de N na urina, houve aumento da excrecao total de
N ureico.

Portanto, de maneira geral, a elevagcao do teor de PB da dieta pode resultar
em aumento de produgdo de leite, mas com perda da eficiéncia de utilizacdo do N e,

portanto, com elevagdo da excrecao do nutriente para o ambiente.

2.3 EFEITOS DA SUPLEMENTACAOQO DE METIONINA E LISINA PROTEGIDAS DA
DEGRADACAQO RUMINAL EM DIETA DE VACAS EM LACTACAO

Os AA absorvidos no intestino delgado sdo necessarios para a sintese de
proteinas corporais e para a produgao de proteinas lacteas. Uma pequena parte dos
AA é requerida como precursor de outros metabdlitos do organismo. Exceto a leucina
(Leu) e lisina (exclusivamente cetogénicos), eles servem como precursores para a
gliconeogénese e todos podem ser convertidos em acidos graxos ou servirem como
fonte imediata de energia e serem oxidados até CO2 (NRC, 2001).

O NRC (2001) demonstrou a importancia da Met e da Lys como os dois AA
mais frequentemente limitantes para vacas em lactacido, em dietas a base de milho e
farelo de soja. Isso é coerente com a observagao de que a concentracdo destes dois
AA ¢é baixa na maioria dos alimentos utilizados para vacas em lactagéo, se comparada
a concentracdo deles na proteina microbiana, na proteina lactea e no tecido magro
bovino, segundo revisdo publicada por Schwab e Broderick (2017).

Estes ultimos autores destacaram que, mais recentemente, a histidina (His)
tem ganho importancia como AA limitante, seja como o proximo limitante depois da
Met e da Lys, seja como um dos principais limitantes em dietas a base de forragens,

especialmente quando suplementadas com cevada e aveia, em razado da menor
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concentracao deste AA nestes alimentos. E mesmo em dietas a base de milho, a His
tem sido descrita como importante AA limitante, quando se reduzem os teores de PB
dietética, até por que a proteina microbiana também apresenta teores deste AA
inferiores aos encontrados na secrecio lactea. Porém, ainda ndo ha suplemento
comercialmente disponivel no Brasil a base de His e, portanto, ela ndo foi incluida
neste experimento.

Desta forma, a suplementagcao de AA, notadamente Lys e Met, pode ser uma
forma de otimizar o aporte destes nutrientes. Porém, a suplementacdo de AA na sua
forma cristalina ndo € viavel normalmente, pela elevada taxa de degradagao ruminal,
resultando em baixo aporte de AA a sintese de PM (NOFTSGER et al., 2005). Ha
diversas formas de metionina e de seus analogos no mercado, incluindo o acido 2-
hidroxi-4-(metilto)-butanocico (HMB) e o acido 2-hidroxi-metiltiobutanoico isopropil
éster (HMBI). Ha, também, formas de metionina encapsulada por uma base de acidos
graxos saturados, que resiste, ainda que parcialmente, a agdo da microbiota ruminal.
A protecao parcial se justifica pelo rompimento da protecao lipidica destes produtos
ou mesmo na insuficiente cobertura dos AA.

Schwab e Broderick (2017) afirmaram que néo é facil produzir um suplemento
fonte de AA que atenda as exigéncias de ter uma excelente prote¢cdo ruminal, mas
com boa liberagdo intestinal. Patton (2010) observou diferencas em resultados
zootécnicos entre dois produtos comerciais a base de Met protegida ruminalmente,
indicando que a tecnologia com que cada produto € produzido pode ser uma fonte de
variacédo importante ao se avaliarem produtos comerciais com este propdsito.

Embora os artigos citados anteriormente mencionem a possibilidade do uso
de analogos de metionina, em razédo da maior predominancia no mercado de produtos
encapsulados e por que eles foram utilizados neste experimento, sera dada énfase a
estes ultimos na reviséo.

De maneira geral, o NRC (2001) agrupa algumas consideracbes sobre a
suplementacéo de AA para vacas em lactagao:

a) O teor de proteina no leite € mais frequentemente responsivo a

suplementacdo de Lys e Met do que a producdo de leite em si

especialmente se fornecidos pos-pico de producgéo;



29

b) O aumento do teor de proteina do leite € independente da produgéo de
leite;

c) A fragao proteica lactea que sofre maior influéncia da suplementacéo de
aminoacidos € a caseina;

d) Os aumentos da produgdo de proteina, como consequéncia da
suplementacédo de um dos dois AA, Lys ou Met, sdo mais provaveis de
serem preditos quando o teor do outro AA esta préximo ou ao teor estimado
da exigéncia;

e) As respostas em producgao de leite s80 mais comuns em vacas em inicio
da lactacéo do que no meio ou ao final da lactacao;

f) As respostas em termos de producdo de leite, quando da suplementagéao
de Lys e Met, s&o caracteristicamente maiores quando a PB na dieta esta
préxima do preconizado (14 a 18%) do que quando esta mais alta ou mais
baixa que estes valores;

g) Ainda, a resposta em porcentagem ou produc¢do de gordura no leite € mais
inconstante do que a observada para proteina no leite (NRC, 2001).

Para elaborar a recomendacéo de teores de AA, o NRC (2001) relatou o uso
de 4 modelos estatisticos para descrever as relagdes entre as concentracdes
crescentes de Lys € de Met e as respostas em teores e producdes de proteina no
leite. Foram apresentados os teores de Lys e Met como percentagem da PM. Foram
plotadas as concentracbes preditas de cada um dos dois AA e a resposta
correspondente para o teor e para a producdo de proteina no leite. Algumas
consideracdes listadas pelos autores:

a) Para os dois AA e para as duas variaveis, o comportamento foi
semelhante: 0 aumento dos teores de AA na PM resultou em resposta
crescente, até atingir um ponto de inflex&o, a partir do qual 0 aumento da
concentracdo do AA na PM nao resultou em acréscimo da resposta em
teor ou em concentracdo de proteina no leite, mantendo-se
comportamento linear estavel;

b) Os pontos de inflexdo estimados para as exigéncias de Lys e Met na PM

para a maxima producdo de proteina (7,08 e 2,35%, respectivamente)



30

foram similares aqueles requeridos para 0 maximo teor de proteina no leite
(7,24 e 2,38%, respectivamente);

c) Para ambos os AA, as relacbes entre nutriente e resposta foram
determinadas mais precisamente para o teor do que para a producao de
proteina no leite.

Portanto, para o maximo uso da PM das fun¢des conjuntas de mantenca e
producdo de proteina no leite, exigem-se concentracdes aproximadas de 7,2% de Lys
e 2,4% de Met na PM. Ainda segundo o NRC (2001), conseguir as concentragdes
otimas dos dois principais AA limitantes na dieta é o primeiro passo para 0
balanceamento de dietas para AA em geral.

Utilizando-se de uma abordagem por dose-resposta indireta, Rulquin et al.
(1993) relataram que as concentracdes étimas de Lys e Met na PM foram de 7,3 e
2,5%, préximas portanto, das concentragdes preconizadas pelo NRC (2001); 7,2% e
2,4% de Lys e Met na PM, respectivamente. Estas recomendacfes resultam em
relacido Lys:Met de 2,92 e 3,0, respectivamente. A partir de entdo, aumentou 0 numero
de artigos publicados avaliando a suplementacédo de AA para vacas em lactacao.

Sancanari et al. (2001) compararam a suplementacdo de metionina nao
protegida com a protegida para vacas de média produtividade e encontraram efeito
somente sobre a gordura do leite.

Alegransi et al. (2011) suplementaram 25 g/vaca/dia de metionina hidréxi-
analoga para vacas em lactacdo e observaram maior producdo de gordura (53
g/vacaldia) que no grupo n&o suplementado. A suplementacdo também resultou em
tendéncia de maior producgao de leite corrigida para 3,5% de gordura, maior producéo
corrigida para energia, 30 g a mais de proteina por vaca/dia € maior conteudo de
solidos no leite.

Almeida et al. (2010) compararam a suplementacdo de 20 g/vacal/dia de
metionina hidroxi-analoga com um grupo ndo suplementado. A suplementagdo com
metionina ndo alterou a produc¢éo de leite e seus componentes, mas observou-se uma
tendéncia de maior teor de gordura no leite das vacas tratadas (3,48% vs. 3,39%).
Além disso, vacas suplementadas com metionina analoga produziram leite com
menores concentragbes de NUL do que nas vacas n&o suplementadas; 16,83 e 17,44

mg/dL, respectivamente.
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Salvati et al. (2013) avaliaram a suplementac&o de metionina hidréxi-analoga
(HMBI) a dieta com 15,8% PB baseada em soja, comparada a ndo suplementacéo. A
producao de leite ndo diferiu entre os grupos (30,5 kg/dia), assim como a ingestéo de
matéria seca, a digestibilidade total e a producéo diaria de sélidos. A proteina do leite
foi aumentada de 3,25% para 3,35% pela suplementacéao de HMBI, assim como as
concentracbes de metionina e de His no plasma. A excrec¢do diaria de alantoina foi
similar entre os grupos e a suplementagcdo de HMBi reduziu o nitrogénio ureico no
plasma (NUP) ao longo do dia de 18,2 para 15,6 mg/dL e também reduziu a aménia
ruminal 12 horas pos-alimentagéo.

Morais Junior et al. (2013) avaliaram a suplementagcdo da mesma fonte de
HMBI para vacas em lactacéo, comparando-se o grupo suplementado (30 g/vaca/dia)
com o n&o suplementado. O tratamento com HMBi aumentou a producéo e o teor de
proteina, mas néo interferiu com o NUL. O NUP foi menor no grupo suplementado e
a relagao entre alantoina e creatinina urinarias foi maior no grupo que recebeu HMBI,
assim como a concentragao total de aminoacidos e de metionina no plasma.

Patton (2010) realizou uma meta-analise para comparar dois produtos a base
de Met protegida da degradacao ruminal. As suplementacfes, em geral, resultaram
em aumento de producdo de proteina verdadeira no leite, tanto em percentagem
(0,07%) quanto em quantidade (27 g/dia). O consumo de MS e a porcentagem de
gordura foram ligeiramente menores com a suplementacao, enquanto que a produgao
de leite foi ligeiramente superior com a suplementacdo. As diferencas entre os
produtos foram detectadas em todas as variaveis de produgcéo, com o Mepron®
resultando em menor percentagem de proteina verdadeira no leite, mas com maior
producao de leite.

Wang et al. (2010) compararam os efeitos da suplementacdo de lisina (L-
lisina-HCI) isoladamente, de metionina (HMB) isoladamente e da associagéo de lisina
e metionina para vacas em lactacdo, além de um grupo controle, sem suplementacéo
de aminoacidos. As dietas atendiam as exigéncias estimadas de energia, continham
0s aminoacidos na proporgcao de 7,0% de lisina e de 2,3% de metionina na proteina
metabolizavel, com as vacas sendo suplementadas durante oito semanas. A producéo
de leite, em relacdo ao grupo controle, aumentou com a suplementacdo de cada

aminoacido (lisina 1,5 kg/dia e metionina 2,0 kg/dia) e a associagdo dos dois
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aminoacidos resultou em acréscimo de 3,8 kg/vacal/dia. Nao houve efeito sobre o
consumo de MS. As vacas que receberam metionina, isoladamente ou associada a
lisina, apresentaram maior teor de gordura no leite, porém n&o houve efeito sobre a
proteina do leite, lactose ou contagem de células somaticas entre os tratamentos. A
resposta em aumento do teor de gordura pode ser explicada pela presenca da
metionina em lipoproteinas que carreiam acidos graxos para a glandula mamaria. A
suplementacdo do respectivo aminoacido aumentou sua concentracido no plasma
arterial. O grupo metionina + lisina apresentou maior conversao de N ingerido em N
do leite e menores concentragdes de NUP, NUL e nitrogénio ureico na urina do que o
tratamento controle. Os autores afirmaram que a utilizagao da proporg¢éo correta entre
lisina € metionina metabolizaveis (3:1) é essencial para se maximizar a proteina do
leite e a eficiéncia da utilizagdo de N.

Ja na meta-analise realizada por Patton (2010), a suplementac&o de Lys como
percentagem da PM nao teve efeito sobre a producao de proteina verdadeira no leite.

Socha et al. (2005) avaliaram a resposta de vacas no seguinte experimento:
no pré-parto, um grupo controle (sem suplementacdo de aminoacidos), um grupo com
10,5 g/vacal/dia de metionina protegida ruminalmente e o terceiro grupo, com 10,2 g
de metionina mais 16,0 g de lisina protegida ruminalmente. Apds o parto, as vacas
continuaram a receber os mesmos tratamentos, porém foram divididas em duas
dietas, balanceadas para 16,0% ou 18,5% PB. Comparada com as dietas basais e
suplementada somente com metionina, a suplementacdo de lisina e metionina
aumentou a quantidade de leite corrigida para energia, gordura e proteina e tendeu a
aumentar a producao de leite corrigido para 3,5% de gordura. Interacdes significativas
entre aminoacidos e teores de proteina na dieta foram observadas somente para
proteina do leite e teor de gordura. A suplementacdo de metionina e lisina para vacas
recebendo dieta com 16,0% PB ndo apresentou nenhum efeito sobre a proteina
verdadeira do leite e teor de gordura. Entretanto, a suplementacdo de metionina,
adicionada ou nao de lisina, para a dieta de 18,5% de PB resultou em aumento da
proteina verdadeira do leite e do conteudo de gordura. Os autores concluiram que 0s
resultados observados para vacas em inicio de lactacdo, em dietas baseadas em
milho, sdo sensiveis ao aumento do fornecimento intestinal de lisina e metionina e que

a magnitude da resposta depende da concentracdo de proteina da dieta, do aporte de
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proteina metabolizavel e da digestibilidade da fragdo dietética ndo degradavel no
rumen.

Diante do exposto, as recomendac¢des usuais sao de aproximadamente 7,2%
de lisina e 2,4% de metionina na PM. Os experimentos citados anteriormente mostram
resultados variaveis sobre a producao de leite das vacas suplementadas, com alguns
trabalhos demonstrando aumento da producéo e outros, somente dos teores ou

quantidades de solidos.
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3 CAPITULO 2: EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE TEORES CRESCENTES
DE METIONINA E LISINA NA PROTEINA METABOLIZAVEL PARA VACAS
EM LACTAGAO

RESUMO

Os objetivos deste experimento foram, primariamente, avaliar o desempenho
produtivo como resposta aos teores crescentes de lisina (Lys) e metionina (Met)
protegidas da degradacao ruminal (LMPR), em dietas com baixos teores de N, mas
suficientes em proteina metabolizavel (PM), e, secundariamente, avaliar a importancia
da sintese de proteina microbiana em resposta a suplementacdo LMPR. Dezesseis
vacas da raca Holandesa foram alojadas e alimentadas individualmente em um
estabulo do tipo fie-stall. Formaram-se 4 grupos, com base na ordem de pari¢céo e
producdo de leite e foram alocadas em uma sequéncia de 4 tratamentos em um
delinamento em Quadrado Latino 4 x 4, com periodos de 21 dias (14 dias de
adaptacédo). Os tratamentos foram: controle (CTL, 6,3% Lys e 1,8% Met na PM); baixa
(L, 6,6% Lys € 2,2% Met na PM); média (M, 6,9% Lys e 2,3% Met na PM); e alta (A,
7,2% Lys e 2,4% Met na PM). Foram mensurados: a ingestdo individual de matéria
seca (IMS), produgdo e composicado de leite, nitrogénio ureico no leite (NUL),
contagem de células somaticas, peso vivo (PV) dos animais, escore de condi¢c&o
corporal (ECC), digestibilidade aparente do trato total da MS, da matéria organica
(MO) e da fibra em detergente neutro (FDN); estimou-se a sintese de proteina
microbiana, baseada na excre¢do de derivados de purina, e foi dosada a concentracao
de aminoacidos no plasma. O modelo matematico incluiu a média geral, o efeito
aleatério de vaca, efeitos fixos de periodo e tratamento, além do erro residual. O
aumento da suplementacéo de AA protegidos resultou em decréscimo linear da IMS
(25,2 vs. 24,3 vs. 24,2 vs. 24,0 kg/vacaldia, respectivamente para os tratamentos CTL,
L, M e H), em reducéo linear da ingestado de matéria organica digestivel, tendéncia a
reduzir a digestibilidade da matéria organica no trato total e também tendéncia a
reduzir a digestibilidade da FDN. N&ao teve efeito sobre o desempenho da lactacéo,
parametros de composic¢éo do leite, NUL, PV, ECC e sintese de proteina microbiana,
mensurada pela producéo de alantoina. A concentracédo de AA plasmaticos, quando
analisada pela concentracio total no plasma, apresentou tendéncia de reducgéo linear
da concentracdo somada de isoleucina + leucina + valina, com o aumento do teor de
Lys e Met na PM. Quando foram analisados em relacéo a concentracdo de AA no
plasma, houve decréscimo linear dos teores plasmaticos de glicina e de Met e para a
histidina e isoleucina, houve tendéncia a redugdo no mesmo sentido. A menor
digestibilidade da FDN e menor ingestdo de MS sugerem um efeito negativo dos
suplementos de AA na funcao ruminal, possivelmente mediada pela redugédo da
sintese de proteina microbiana.

Palavras-chave: Aminoacidos. Ingestdo de matéria seca. Proteina metabolizavel.
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ABSTRACT

This trial aimed first to evaluate the effects of feeding increasing levels of
rumen protected lysine (Lys) and methionine (Met) (LMPR) in low N-metabolizable
protein (PM) diets. And, also, to evaluate the role of rumen microbial synthesis on the
response of dairy cows to LMPR in low N-PM diets. Sixteen Holstein lactating cows
were housed and individually fed in a bedded tie stall barn. Four groups were formed,
based on parity and milk production and assigned to a sequence of 4 treatments in 4
x 4 Latin Squares with 21-day periods (14 days of adaptation). Treatments were:
Control (CTL, 6.3% Lys and 1.8% Met on PM), Low (L, 6.6% Lys and 2.2% Met),
Medium (M, 6.9% Lys and 2.3% Met), and High (H, 7.2% Lys and 2.4% Met). The
variables evaluated were: dry matter intake (IMS), milk production and composition,
milk urea nitrogen (NUL), somatic cell count (CCS), live weight (PV), body condition
score (ECC), total tract apparent digestibility of dry matter, organic matter and neutral
detergent fiber (NDF); microbial protein synthesis was estimated based on derivatives
purine excretion and amino acids (AA) plasmatic content. Data obtained was analyzed
with Mixed procedure of SAS using the following information in the model: overall
mean, randon cow effect, fixed period effect, fixed treatment effect and residual error.
The increasing levels of LMPR decreased linearly IMS (25.2 vs. 24.3 vs. 24.2 vs. 24.0
kg/cow/day, respectively for CTL, L, M and H), linearly decrease digestible organic
matter intake, tend to decrease total tract digestibility and NDF digestibility. There was
no effect on lactation performance, milk components, NUL, PV, ECC and microbial
synthesis, based on allantoin production. AA plasmatic concentration, analysed based
on total plasma concentration tended to decrease linearly the sum of isoleucine +
leucine + valine, as LMPR increased in PM. There was a tend to decrease linearly
glicine, histidine, isoleucine and Met concentration in plasma as total plasmatic AA. It
IS suggested a negative effect of LMPR in ruminal function, possibly mediated by
microbial protein synthesis decrease, since there was a drop in NDF digestibility and
IMS.

Key-words: Amino acids. Dry matter intake. Metabolizable protein.
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3.1 INTRODUCAO

A produgdo animal tem buscado a reducdo dos teores de nitrogénio (N)
dietéticos, visto que pode melhorar a eficiéncia do uso deste elemento, além de
favorecer o resultado econdmico da fazenda. A nutricdo de precisdo de vacas em
lactacdo exige o uso dos modelos disponiveis, capazes de predizer a absor¢céo de
aminoacidos (AA) da proteina metabolizavel (PM). O modelo do NRC (2001) sugere
que os teores de metionina (Met) e lisina (Lys) na PM n&o séo elevados o suficiente
para maximizar a produgao de proteina verdadeira, quando as dietas sdo formuladas
a base de milho e soja e visando baixo N e adequada PM.

As recomendac¢des para os teores de Met tém variado de 2,2 a 2,4% e para
Lys, de 6,6 a 7,2% da PM (LEE et al., 2012; WHITEHOUSE et al., 2013). Entretanto,
ajustar os teores de Lys e Met na PM tem impacto significativo no custo da
alimentacao, pelo custo da suplementacdo de AA protegidos da degracdo ruminal
(RPAA). A resposta em desempenho de vacas a suplementacdo de RPAA necessita
de maior avaliagdo, visando definir as estratégias de suplementacéo dos AA.

Quando dietas limitantes em N sao utilizadas, a dependéncia de AA
microbianos para que se atinjam as necessidades de AA pela vaca esta aumentada,
comparada com dietas com excesso de proteina ndo degradavel no rumen (PNDR).
Neste cenario, maximizar a sintese de proteina microbiana pode ter um impacto
significativo no desempenho de vacas leiteiras. Tem sido demonstrado que a
suplementacédo de AA pode melhorar a eficiéncia da sintese de proteina microbiana
ruminal (BELASCO, 1980; NOFTSGER et al., 2005).

Apesar do objetivo da protecédo seja a liberacao intestinal dos AA, ocorre a
liberacdo de uma fracdo destes no rumen. E quando isso ocorre, pode influenciar a
sintese de proteina microbiana, favorecendo especialmente em dietas com limitac&o
de proteina degradavel ruminal (PDR) (KAJIKAWA et al., 2002) ou reduzindo-a.

Os objetivos deste experimento foram, primariamente, avaliar o desempenho
produtivo como resposta aos teores crescentes de Lys e Met protegidos da
degradacao ruminal em dietas com baixos teores de N, mas suficientes em PM, e,
secundariamente, avaliar a importadncia da sintese de proteina microbiana em

resposta a suplementacao de Lys e Met protegidas.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Dezesseis vacas da raca Holandesa (105 + 66 dias em lactac&o, sendo uma
primipara) foram alojadas em um estabulo do tipo tie-stall, com cama de areia,
dispondo de ventiladores e aspersores de alta press&o, no Better Nature Research
Center, ljaci, MG.

A temperatura e umidade ambiental foram mensuradas em intervalo de 30
minutos por um termohigrémetro digital (EasyLog-USB-2-LCD, Lascar Eletronics,
Salisbury, Reino Unido), posicionado a 2,5 m do piso. O indice de temperatura e
umidade (THI, Figura 3.1) foi calculado de acordo com Yousef (1985): THI =T + 0,36
x PO + 41,2; onde T = temperatura (° C) and PO = ponto de orvalho. A mensuragéo
do THI demonstrou temperatura média de 22,2 + 5,2°C; umidade relativa do ar em
70,8 £ 17,5%; THI 69,2 £ 5,9; THI acima de 68: 57,6% do tempo; THI acima de 72:

30,5% do tempo, com total de 4.031 registros em intervalos de 30 minutos.
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FIGURA 3.1 — INDICE DE TEMPERATURA E UMIDADE (THI) DENTRO DO ESTABULO, DURANTE
O PERIODO EXPERIMENTAL.

As vacas eram alimentadas 2 vezes ao dia (06:00 e 13:00 h), em dieta total
misturada (DTM) em misturador estacionario. Os tratamentos eram misturados ao

premix vitaminico-mineral no momento de preparacédo da DTM e, entdo, adicionados
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a dieta do lote. Havia a conferéncia visual uma vez ao dia do consumo individual e, se
necessario, o fornecimento da dieta era ajustado.

As dezesseis vacas formaram 4 grupos, com base na ordem de pari¢éo e
producdo de leite e foram alocadas em uma sequéncia de 4 tratamentos em um
delinamento em Quadrado Latino 4 x 4, com periodos de 21 dias (14 dias de
adaptacédo e 7 dias de coletas) e balanceados para efeitos residuais. Os tratamentos
foram: Controle (CTL, 6,3% Lys e 1,8% Met na PM); Baixa (L, 6,6% Lys e 2,2% Met
na PM); Média (M, 6,9% Lys e 2,3% Met na PM); e Alta (A, 7,2% Lys e 2,4% Met na
PM), em relag&o aos teores de AA na PM da dieta. O modelo do NRC (2001) foi usado
para se estimar o fluxo de AA digestiveis. O perfil de nutrientes das fontes de AA foi
disponibilizado pelo fornecedor dos produtos (LysiPEARL® e MetiPEARL®, Kemin
Industries, Inc., Des Moines, EUA). A protecdo destes produtos € feita por
pulverizacdo de uma fase liquida do AA em conjunto com a fonte de acidos graxos
saturados e cuja mistura € resfriada rapidamente a temperaturas muito baixas. Desta
forma, goticulas solidificadas do respectivo AA ficam dispersas na massa de acidos
graxos da particula do produto.

A composicéo das dietas experimentais, com base na MS, esta apresentada
na Tabela 3.1, formulada utilizando-se o NRC (2001) e parametros nutricionais
analisados, para os 4 grupos experimentais: controle (CTL), baixa (L), média (M) e

alta (H) concentracdes de Lys e Met na PM.



41

TABELA 3.1 — COMPOSICAO (EM PERCENTAGEM DE MATERIA SECA) E PARAMETROS
NUTRICIONAIS ANALISADOS EM DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE LISINA E METIONINA
NA PROTEINA METABOLIZAVEL.

CTL L M H

Silagem de milho 486 485 48,4 48,3
Feno de alfafa 51 51 51 51

Milho grdo moido fino 10,2 10,2 10,2 10,2
Milho grdo moido fino hidrat. ensilado 10,2 10,2 10,2 10,2
Farelo de soja 9,6 96 9,6 96

Soypass® Cargill 36 36 36 35

Caroco de algodao 94 94 94 94

Ureia 0,21 0,21 0,21 0,21
Premix mineral-vitaminico' 0,37 0,37 0,37 0,37
Bicarbonato de so6dio 1,03 1,03 1,03 1,03
Oxido de magnésio 0,29 0,29 0,29 0,29
Cloreto de sédio 0,13 0,13 0,13 0,13
Calcario calcitico 1,24 1,24 1,24 1,24
Levedura viva 0,04 0,04 0,04 0,04
LysiPEARL® X 0,10 0,24 0,38
MetiPEARL® X 0,11 0,14 0,18
Proteina bruta 16,0 16,1 16,1 16,2
Fibra em detergente neutro 33,7 33,6 33,6 335
Cinzas 7,0 6,9 6,9 6,9

Matéria seca 41,9 42,0 42,0 42,0

1 210,5 g/kg Ca, 156 g/kg P, 30,4 g/kg Mg, 39,5 g/kg S, 150 mg/kg Co, 2.000 mg/kg Cu, 5.000 mg/kg
Mg, 11.903 mg/kg Zn, 82 mg/kg Se, 200 mg/kg I, 1.000 KUI/kg vit A, 220 KUI/kg vit D, 6.200 Ul/kg vit
E.

Na Tabela 3.2, estdo apresentadas as predigbes do NRC (2001) para os
parametros nutricionais, com base nas analises bromatoldgicas dos ingredientes para
as dietas experimentais.
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TABELA 3.2 — PREDICOES DO NRC (2001), BASEADAS NAS ANALISES DE INGREDIENTES E
RESULTADOS DE DESEMPENHO EM DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE LISINA E
METIONINA NA PROTEINA METABOLIZAVEL.

CTL L M H
PL potencial pela ELL', kg/d 455 44 8 44 6 4572
PL potencial pela PM, kg/d 425 415 416 41,9
PM exigida, g/d 2660 2605 2630 2589
PM fornecida, g/d 2672 2592 2621 2605
PM balanco, g/d 12 -13 -9 16
PDR exigida, g/d 2426 2356 2390 2372
PDR fornecida, g/d 2524 2454 2452 2429
PDR balanco, g/d 97 98 62 56
PNDR exigida, g/d 1481 1464 1470 1432
PNDR fornecida, g/d 1496 1449 1459 1451
PNDR balango, g/d 15 -11 -11 19
PM - Bacteriana, g/d 1320 1282 1300 1291
PM - PNDR, g/d 1233 1199 1204 1201
PM - Endégena, g/d 119 115 114 113
PB, % MS 16,0 16,1 16,1 16,2
PDR, % MS 10,0 10,1 10,1 10,1
PNDR, % MS 59 6,0 6,0 6,0
Arg d, g/d 122 118 119 118
His d, g/d 59 56 57 56
lle d, g/d 128 124 125 124
Leud, g/d 233 225 226 223
Lys d, g/d 169 170 180 186
Met d, g/d 48 57 60 63
Phe d, g/d 133 129 130 129
Thrd, g/d 127 122 123 122
Val d, g/d 143 138 140 138
Lys, % na PM 6,31 6,55 6,86 7,16
Met, % na PM 1,81 2,21 2,31 243
Lys/Met, na PM 3,49 2,96 2,97

'PL: Producao de leite, ELL: energia liquida de lactacdo, PM: proteina metabolizavel, PDR: proteina
degradavel ruminal, PNDR: proteina ndo degradavel ruminal, PB: proteina bruta, Arg: arginina, His:
histidina, lle: isoleucina, Leu: leucina, Lys: lisina, Met: metionina, Phe: fenilalanina, Thr: treonina, Val:
valina, Arg d: arginina digestivel.
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As ordenhas ocorriam 3 vezes ao dia, com inicio as 05:00, 12:00 e 20:00 h, e
a quantidade de leite individual registrada diariamente.

Nos dias 15 e 21 de cada periodo, a ingestao individual de matéria seca (IMS)
das vacas era monitorada pela pesagem da quantidade fornecida e das sobras (com
base na matéria original). Isso foi possivel, pois havia uma separacéo fisica do espacgo
de cocho de cada vaca, com placa de madeira. Esta frequéncia de mensuracéo da
IMS foi estabelecida com base em experimentos anteriores realizados pelo mesmo
grupo de pesquisa. Amostras dos ingredientes foram coletadas diariamente e
amostras compostas foram formadas ao final de cada periodo. Da mesma forma,
amostras de sobras de dieta foram coletadas por vaca e por periodo €, posteriormente,
submetidas as analises.

As amostras compostas foram secas em estufa de ventilacéo forcada a 55° C
por 72 h e moidas em moinho Thomas-Willey com peneira de 1 mm. O teor de matéria
seca (MS) foi determinado por secagem a 100° C, por 24 h e a PB determinada pelo
método de micro-Kjeldahl (AOAC, 2007). As cinzas foram determinadas por
incineragéo a 550° C, por 8 h. O teor de fibra em detergente neutro (FDN) foi analisado
utilizando-se um analisador de fibras TE-149 (Tecnal Equipamentos para
Laboratorios, Piracicaba), que se baseia em Van Soest (1994).

Amostras do leite de vaca foram colhidas individualmente em todas as
ordenhas, nos dias 15, 16, 17 € 18 de cada periodo experimental. Os teores de solidos
totais e nitrogénio ureico no leite, e a contagem de células somaticas (CCS) foram
mensurados utilizando-se um analisador por infra-vermelho (BENTLEY, 2007), no
Laboratdrio de Analises de Leite da Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos
da Raca Holandesa (APCBRH, Curitiba, PR). O peso vivo (PV) foi mensurado apds a
ordenha da manh&, para caracterizar a unidade experimental. As vacas foram
avaliadas também para escore de condi¢céo corporal (BCS, em escala de 1 a 5,
WILDMAN et al., 1982) por 3 avaliadores treinados e independentes.

A digestibilidade aparente do trato total da MS, matéria organica (MO) e da
FDN foram determinados entre os dias 19 a 21 de cada periodo, por coleta total de
fezes em baldes, por pessoal treinado, conforme descrito por Salvati et al. (2015). As
fezes foram coletadas imediatamente apds a defecagcédo, durante 3 periodos de 8

horas de amostragem. O segundo e o terceiro periodos de coleta iniciavam-se 8 horas
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mais tarde que o periodo anterior, para se evitar maiores transtornos aos animais,
mas ainda assim representando um periodo de 24 h de coleta. As aliquotas de fezes
(mesmo peso em matéria natural) de cada periodo de coleta (8 h) foram
imediatamente congeladas e, posteriormente, uma amostra composta foi formada por
vaca e por periodo experimental.

A excrecao total de urina foi coletada em baldes (conforme descrito por
SALVATI et al., 2015), em procedimento similar e simultdneo ao da coleta de fezes,
para se estimar a sintese de proteina microbiana, baseada na excrecio de derivados
de purina, como a alantoina. Uma solug¢éo de 10% de acido sulfurico foi imediatamente
adicionada as amostras de urina (na proporgao de 1: 9), antes do acondicionamento
em refrigeracédo a 4° C. Amostras compostas de urina foram diluidas 1: 3 em agua
destilada e congeladas a -20° C. A concentrac&o de alantoina foi analisada segundo
o método descrito por Chen e Gomes (1992).

Amostras de sangue de vasos coccigeos foram obtidas no dia 17 de cada
periodo para se determinar a concentracdo de aminoacidos no plasma. As amostras
foram obtidas imediatamente antes do primeiro trato da manha e as 2, 4, 8, 12, 16 e
20 h apos a alimentacé&o. O sangue, colhido em tubos tipo vacutainer contendo EDTA,
foi imediatamente refrigerado, centrifugado a 2,118 x g por 10 minutos e o plasma
congelado a -20° C. Aliquotas de igual volume de cada coleta foram usadas para
formar uma amostra composta do dia, para cada vaca. A concentracdo de AA no
plasma, nas amostras compostas, foi analisada por HPLC de separagéo por fase
reversa e detecgcdo UV a 254 nm (Laboratorio Cean, Santa Maria, RS), com base na

metodologia descrita por Campbell et al. (1997).

3.2.1 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados com o procedimento MIXED do SAS, por
meio do seguinte modelo (SAS, 2000):
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Yik = + Vi + Pj+ Di + ej
Onde:
M = média geral;
Vi = efeito aleatorio de vaca (i= 1 a 16);
Pj = efeito fixo de periodo (j = 1 a 4);
Dk = efeito fixo de tratamento (k = CTL, L, M, H);

eijk = erro residual.

Os contrastes linear, quadratico e cubico avaliaram o efeito de resposta nas
variaveis em relacdo ao aumento da suplementacao de Lys € Met. Foi realizado teste
t aos pares para todas as possiveis comparagdes entre os tratamentos. As diferengas
estatisticas foram aceitas com P<0,05. Diferencas entre 0,05<P<0,10 foram

consideradas como tendéncia a significancia.

3.3 RESULTADOS

Os resultados obtidos para IMS, producé&o de leite, composicéo do leite,
escore de condi¢&o corporal e peso vivo estéo descritas na Tabela 3.3. O aumento da
suplementacao de AA protegidos resultou em decréscimo linear do consumo de MS e
n&o teve nenhum efeito sobre o desempenho da lactagcdo. Nao houve efeito (P>0,10)
da elevagao da concentracio de Lys e Met na PM sobre os par@metros de composicéo
do leite (teores e produgdes diarias de gordura, proteina, lactose, sdlidos totais e
caseina) e tampouco sobre o NUL. Também n&o houve resposta dos tratamentos

sobre o ECC e peso vivo dos animais (P>0,10).
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TABELA 3.3 — EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE LISINA E
METIONINA NA PROTEINA METABOLIZAVEL SOBRE INGESTAO DE MATERIA SECA,
PRODUCAO E COMPOSICAQO DO LEITE E PESO VIVO DE VACAS EM LACTACAOQ.

Valores de P

CTL' L M H EPM Trat Lin Quad Cub
IMS?, kg/d 252 243 242 24,0 0,79 0,09 0,02 0,29 0,52
PL, kg/d 42,2 41,7 41,8 41,5 1,44 0,77 0,38 0,88 0,58
PL/IMS 1,68 1,72 1,74 1,74 0,061 0,52 0,18 0,51 0,94
Gordura, % 3,07 2,93 3,10 2,97 0,111 0,53 0,75 0,94 0,15
Gordura, kg/d 1,29 1,22 1,29 1.24 0,052 0,48 0,62 0,78 0,14
Proteina, % 3,03 3,02 3,06 3,03 0,048 0,88 0,77 0,73 0,51
Proteina, kg/d 1,27 1,26 1,28 1,26 0,044 0,76 0,66 0,87 0,34
Lactose, % 4,56 4,58 4,55 4,57 0,071 0,98 0,94 0,98 0,68
Lactose, kg/d 1,92 1,90 1,90 1,89 0,058 0,96 0,58 0,93 0,95
Sol. tot., % 1164 1149 11,70 11,55 0,197 0,67 0,95 0,97 0,22
Sal. tot., kg/d 4,89 4,75 4,87 4,79 0,151 0,57 0,53 0,82 0,21
Caseina, % 2,41 2,40 2,44 2,41 0,041 0,85 0,73 0,84 0,42
Caseina, kg/d 1,02 1,00 1,02 1,00 0,035 0,64 0,70 0,98 0,22
NUL, mg/dL 15,3 14,7 14,6 14,9 0,55 0,55 0,47 0,22 0,87
ECC,1a5 3,0 3,0 3,0 29 0,08 0,59 0,52 0,24 0,75
PV, kg 658 655 661 658 19,7 0,38 0,51 0,97 0,11

1CTL: controle; L: baixa; M: média; H: alta; EPM: erro padrao da média; Trat: tratamento; Lin: linear;
Quad: quadratico; Cub: cubico.

2]MS: Ingestédo de matéria seca; PL: producéo de leite; Sol. tot.: solidos totais; NUL: nitrogénio ureico
no leite; ECC: escore de condi¢édo corporal; PV: peso vivo.

As analises das concentragdes plasmaticas dos AA estdo apresentadas em
concentracao total do plasma (Tabela 3.4), como percentagem total dos AA (Tabela
3.5) e como percentagem dos AAE (Tabela 3.6).

Nao houve efeito do aumento da concentracéo de Lys e Met na PM para as
concentracbes de AA, guando analisados pela concentragdo total no plasma,
descritos na Tabela 3.4 (P>0,10). Houve tendéncia (P=0,06) de reducéo linear da

concentracao somada de lle+Leu+Val com 0 aumento do teor de Lys e Met na PM.
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TABELA 3.4 — EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE LISINA E
METIONINA NA PROTEINA METABOLIZAVEL SOBRE A CONCENTRACAO DE AMINOACIDOS NO

PLASMA (g/100 g DE PLASMA) DE VACAS EM LACTAGAO.

Valores de P

CTL! L M H EPM Trat Lin Quad Cub
Asp? 0,711 0,722 0,716 0,703 0,0107 0,64 0,55 0,27 0,80
Glu 0,927 0,942 0,930 0,914 0,0144 0,61 0,45 0,29 0,73
Ala 0,315 0,318 0,313 0,312 0,0034 0,66 0,36 0,54 0,55
Arg 0,405 0,407 0,394 0,404 0,0081 0,67 0,67 0,60 0,31
Cys 0,383 0,386 0,410 0,400 0,0197 0,74 0,39 0,74 0,54
Gly 0,250 0,258 0,241 0,239 0,0072 0,26 0,13 0,53 0,23
His 0,270 0,268 0,263 0,260 0,0062 0,65 0,21 0,89 0,86
lle 0,218 0219 0,213 0,213 0,0031 0,29 0,09 0,78 0,39
Leu 0,628 0,631 0,622 0618 0,0057 0,31 0,11 0,49 0,47
Lys 0,800 0,820 0,807 0,798 0,0083 0,23 0,58 0,09 0,32
Met 0,164 0163 0,162 0,159 0,0029 0,63 0,21 0,78 0,99
Phe 0,348 0,345 0,346 0,343 0,0039 0,77 0,35 0,99 0,64
Pro 0,413 0,420 0,409 0,405 0,0067 0,45 0,27 0,39 0,41
Ser 0,768 0,753 0,788 0,781 0,0369 0,91 0,66 0,92 0,58
Thr 0,663 0656 0,676 0,693 0,0257 0,76 0,36 0,64 0,79
Tyr 0,335 0,333 0,327 0,328 0,0059 0,68 0,27 0,77 0,69
Val 0,456 0,454 0,433 0,451 0,0021 0,35 0,08 0,83 0,78
[+L+V 1,302 1,304 1,288 1,280 0,0098 0,23 0,06 0,58 0,51
Total AAE 5,08 510 5,08 5,07 0,070 0,99 0,85 0,82 0,88
Total AA 8,015 8,094 8,070 8,018 0,1261 0,96 0,98 0,61 0,89

1CTL: controle; L: baixa; M: média; H: alta; EPM: erro padrao da média; Trat: tratamento; Lin: linear;

Quad: quadratico; Cub: cubico.

2Asp: asparagina; Glu: glutamina; Ala: alanina; Arg: arginina; Cys: cisteina; Gly: glicina; His: histidina;

lle: isoleucina; Leu: leucina; Lys: lisina; Met: metionina; Phe: fenilalanina; Pro: prolamina; Ser: serina;
Thr: treonina; Tyr: tirosina Val: valina; |+L+V: isoleucinatleucina+valina;, AAE: aminoacidos

essenciais; AA: aminoacidos.

Quando foram analisados em relagdo a concentracdo de AA no plasma

(Tabela 3.5) houve decréscimo linear dos teores plasmaticos de Gly e de Met com o

aumento da Met na PM (P<0,05). Para a His e lle, houve tendéncia a redugédo no

mesmo sentido (P=0,06).
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TABELA 3.5 — EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE LISINA E
METIONINA NA PROTEINA METABOLIZAVEL SOBRE A CONCENTRACAO DE AMINOACIDOS NO
PLASMA (PERCENTAGEM DO TOTAL DE AMINOACIDOS) DE VACAS EM LACTACAO.

Valores de P

CTL' L M H EPM Trat Lin Quad Cub
Asp? 8,87 8,93 8,88 8,78 0,089 0,66 0,41 0,35 0,89
Glu 11,56 11,64 11,54 11,41 0,118 0,57 0,29 0,37 0,77
Ala 3,94 3,93 3,89 3,89 0,055 0,88 0,45 090 0,79
Arg 5,06 5,03 4,88 5,04 0,067 0,24 0,51 015 0,18
Cys 4,75 4,75 5,06 498 0,197 0,59 0,26 0,83 0,44
Gly 3,12 3,18 2,98 2,98 0,065 0,08 0,04 064 0,12
His 3,37 3,31 3,27 3,24 0,049 0,29 0,06 0,78 0,94
lle 2,73 2,71 2,64 265 0,037 0,24 0,06 067 0,46
Leu 7,86 7,81 7,71 7,71 0,109 0,73 0,28 0,85 0,79
Lys 9,99 10,15 10,02 996 0,121 0,72 0,69 0,39 0,52
Met 2,05 2,02 2,00 1,99 0,021 0,14 0,02 069 0,86
Phe 4,36 4,27 4,29 428 0,063 0,74 0,44 0,56 0,61
Pro 515 519 5,08 505 0,063 0,38 0,16 060 0,37
Ser 9,56 9,27 9,73 9,72 0,361 0,78 0,56 0,70 0,45
Thr 8,26 8,08 8,35 862 0,239 0,44 0,21 0,34 0,67
Tyr 419 411 4,05 4,08 0,055 0,30 0,12 028 0,73
Val 5,71 5,62 5,63 563 0,081 0,86 0,54 0,58 0,80
[+L+V 16,29 16,14 15,98 15,99 0,213 0,70 0,27 0,71 0,87
Lys/Met 4,87 5,03 5,01 5,03 0,067 0,29 0,14 0,30 0,46
AAE 63,5 63,1 63,0 63,2 0,23 0,44 0,44 015 0,99

1CTL: controle; L: baixa; M: média; H: alta; EPM: erro padrao da média; Trat: tratamento; Lin: linear;

Quad: quadratico; Cub: cubico.

2Asp: asparagina; Glu: glutamina; Ala: alanina; Arg: arginina; Cys: cisteina; Gly: glicina; His: histidina;
lle: isoleucina; Leu: leucina; Lys: lisina; Met: metionina; Phe: fenilalanina; Pro: prolamina; Ser: serina;

Thr: treonina; Tyr: tirosina Val: valina;

essenciais; AA: aminoacidos.

[+L+V:

isoleucina+leucina+valina; AAE: aminoacidos

A analise da concentracdo dos AA no plasma, descritos na Tabela 3.6,

demonstra reducdo (P=0,03) linear da concentracao de Met como percentagem dos

AAE com o0 aumento da concentragéo de Lys e Met na PM da dieta. Também houve

tendéncia a reducado das concentracdes de His (P=0,09) e lle (P=0,06).
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TABELA 3.6 — EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE LISINA E
METIONINA NA PROTEINA METABOLIZAVEL SOBRE A CONCENTRACAO DE AMINOACIDOS NO
PLASMA (PERCENTAGEM DOS AMINOACIDOS ESSENCIAIS) DE VACAS EM LACTACAOQ.

Valores de P

CTL! L M H EPM Trat Lin Quad Cub
Arg? 7,97 7,97 7,75 7,97 0,101 0,32 0,62 0,28 0,15
Cys 7,49 7,54 8,04 7,88 0,321 0,57 0,25 0,74 0,45
His 5,31 5,26 5,18 5,12 0,080 0,39 0,09 0,96 0,92
lle 4,30 4,30 4,20 4,20 0,051 0,23 0,06 0,99 0,37
Leu 12,37 12,38 12,25 12,19 0,147 0,76 0,32 0,83 0,74
Lys 15,74 16,09 15,90 15,75 0,171 0,44 0,85 0,15 0,46
Met 3,23 3,20 3,18 3,14 0,031 0,20 0,03 0,86 0,85
Phe 6,86 6,77 6,81 6,76 0,088 0,83 0,49 0,80 0,56
Pro 8,11 8,24 8,06 7,99 0,096 0,34 0,21 0,32 0,36
Thr 13,02 12,82 13,26 13,64 0,381 0,48 0,19 0,46 0,68
Tyr 6,60 6,52 6,43 6,46 0,082 0,45 0,17 0,47 0,69
Val 8,99 8,91 8,93 8,91 0,108 0,94 0,63 0,83 0,77
+L+V 25,66 25,59 25,38 25,29 0,278 0,75 0,30 0,97 0,83

ICTL: controle; L: baixa; M: média; H: alta; EPM: erro padréo da média; Trat: tratamento; Lin: linear;
Quad: quadrético; Cub: cubico.

2Arg: arginina; Cys: cisteina; His: histidina; lle: isoleucina; Leu: leucina; Lys: lisina; Met: metionina;
Phe: fenilalanina; Pro: prolamina; Thr: treonina; Tyr: tirosina Val: valina; [+L+V:
isoleucina+leucina+valina.

O aumento da suplementacéo de AA resultou em redugédo linear da ingestéao
de matéria organica digestivel (P=0,03) e mostrou tendéncia a reduzir a digestibilidade
da matéria organica no trato total (P=0,10) e a digestibilidade da FDN (P=0,07). A
elevacdo da concentracdo de de AA na dieta n&o influenciou a sintese de proteina

microbiana, mensurada pela producgao diaria de alantoina (Tabela 3.7).
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TABELA 3.7 — EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE LISINA E
METIONINA NA PROTEINA METABOLIZAVEL SOBRE PARAMETROS DE DIGESTIBILIDADE E
EXCRECAO DE ALANTOINA EM VACAS EM LACTACAO.

Valores de P

CTL' L M H EPM Trat Lin Quad Cub
DMS?, % 706 689 69,0 68,3 0,98 0,37 0,11 0,60 0,57
DMO, % 70,8 694 68,9 68,5 1,42 0,38 0,10 0,58 0,86
DFDN, % 516 473 45,9 46,4 0,02 0,21 0,07 0,26 0,90
DOMI, kg/d 16,7 15,6 15,5 15,3 0,53 0,10 0,03 0,26 0,61
Alant.,, mmoles/d 426 371 382 368 26,8 0,32 0,14 0,41 0,42
Alant./DOMI 262 241 247 243 1,88 0,80 0,48 0,61 0,63

1CTL: controle; L: baixa; M: média; H: alta; EPM: erro padrao da média; Trat: tratamento; Lin: linear;
Quad: quadratico; Cub: cubico.

2DMS: digestibilidade da matéria seca; DMO: digestibilidade da matéria organica; DFDN:
digestibilidade da fibra em detergente neutro; Alant.. alantoina; DOMI: matéria organica digestivel
ingerida.

3.4 DISCUSSAO

O objetivo de se formular dietas com adequado aporte de PM em relacéo as
exigéncias dos animais, com teores adequados de PDR, sem serem excessivos, foi
obtido. Na Tabela 3.2 observa-se a predi¢ao de balan¢o da PM, segundo o modelo
utilizado do NRC (2001), que demonstrou estar muito proximo da neutralidade, ou
seja, sem deficiéncia e sem excesso de PM.

A predicdo da producdo de leite presumida pela PM (Tabela 3.2) foi
condizente com a mensuragdo real de desempenho dos animais (Tabela 3.3),
respectivamente predito e real para os grupos CTL (42,5 vs. 42,2 kg/vacal/dia), L (41,5
vs. 41,7 kg/vacaldia), M (41,6 vs. 41,8 kg/vaca/dia) e H (41,9 vs. 41,5 kg/vaca/dia).

Uma das preocupacgdes no planejamento do experimento foi embasar-se de
maneira confidvel em um modelo matematico que predissesse o fluxo de AA na PM,
pois ndo haveria mensuracéo direta in vivo. Os valores preditos de producao de leite
presumida pela PM, apresentados na Tabela 3.2, foram condizentes com a
mensuragdo de produgdo real (Tabela 3.3). O modelo escolhido (NRC, 2001)
demonstrou a precis&o no balanceamento da dieta. Pacheco et al. (2012) afirmaram,

ao comparar diferentes modelos matematicos disponiveis a época, que o NRC (2001)
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havia sido capaz de predizer com acuracia o fluxo de AAE para o duodeno,
especialmente em dietas a base de milho.

Patton (2010) comparou dois produtos comerciais a base de Met protegida da
degradacao ruminal (MPR), por meio de uma meta-analise, para avaliar o efeito da
deficiéncia de AA sobre parametros zootécnicos. Também comparou o NRC (2001)
com o AminoCow, outro programa para descrever metabolismo nitrogenado em vacas
e descreveu que ambos os modelos foram, de maneira geral, seguros em predizer o
balanco de AA em vacas.

Lean et al. (2018) avaliaram o uso do programa computacional CNCPS 6.5
para predizer o efeito de AA metabolizaveis sobre 0 desempenho de vacas em
lactac&o, por meio de uma meta-analise.

Portanto, o NRC (2001), embora n&o seja o unico programa computacional
para este fim, € utilizado para predicdo de parametros nutricionais relacionados a
proteina e aos AA da dieta de vacas em lactacdo.

Outro critério importante foi a definicdo da relagéo Lys: Met na PM. Na Tabela
3.2, observa-se que as concentragdes de Lys e Met na PM estavam de acordo com
0s objetivos do experimento, atentando-se que estes dados consideraram a
composi¢cdo bromatoldgica dos alimentos utilizados. A dieta CTL apresentava um
desequilibrio na relacdo Lys:Met na PM, de 3,49:1 (6,31:1,81, respectivamente) e a
suplementacdo dos AA protegidos resultou em relagdes Lys: Met mais proximas do
objetivo (2,96:1; 2,97:1; e 2,95:1, respectivamente, para os grupos baixa, média e alta
concentragéo de AA na PM), que era de 3,0:1, a relagdo recomendada pelo NRC
(2001). Portanto, sem a suplementacdo de AA, a relacdo Lys: Met estava em
desacordo com a recomendacdo, o que pode comprometer o aporte de PM. Quando
esta fracdo supre de modo muito justo as exigéncias do animal ou de forma
desbalanceada, alguns AAE podem se tornar limitantes, em razao de oscilacbes
usuais na dieta, e outros podem se tornar excessivos, sendo direcionados para o
catabolismo, o que reduz a eficiéncia do uso de N (ARRIOLA APELO et al., 2014) e
pode comprometer o atendimento as exigéncias de AA.

No artigo de Patton (2010), as médias de Lys e Met foram, respectivamente,
de 6,33 e 2,35% da PM, nas dietas que receberam MPR, resultando, portanto, em

uma relagéo Lys: Met na PM de 2,69:1. O autor atenta que os valores est&do abaixo do
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recomendado (7,3 e 2,5% da PM, respectivamente). De maneira geral, a
suplementacdo de MPR aumentou a producéo de proteina verdadeira no leite em
percentagem (+0,07%) e em quantidade (+27 g/vacaldia). A producédo de leite teve
um pequeno aumento. Quando as vacas que tinham balango positivo predito de AA
eram suplementadas com MPR, a producdo de leite aumentou. Porém, quando o
balanc¢o predito de AA era negativo, a suplementacdo de MPR reduziu a produ¢éo de
leite (PATTON, 2010). N&o houve efeito de variagéo do teor de MPR suplementada
sobre os resultados zootécnicos.

Lean et al. (2018) relataram que a Met, Leu e AA n&o essenciais (AANE),
mensurados em g/dia, foram associados com 0 aumento da producéo de proteina no
leite. Porém, somente a Met foi associada com o aumento do teor de proteina no leite.
Neste trabalho, uma variacdo de somente 5,5 g Met metabolizavel/vaca/dia (51,91 vs.
56,96 g/vacaldia), equivalente a 2,11 e 2,24% Met na PM teve significativo impacto na
porcentagem € na producdo de proteina no leite.

No presente experimento, o fornecimento predito de Met metabolizavel variou
de 48,0 a 63,0 g/vacaldia, desde o grupo CTL até o grupo H, ou seja, uma variagéo
de 15,0 g/vacaldia e n&o foi observado efeito sobre a produgcdo e a composicdo do
leite.

Noftsger et al. (2005) compararam um grupo controle, que nao recebeu
nenhuma suplementag¢do de aminoacidos com trés diferentes fontes de metionina e
metionina hidréxi-analogo (HMB, HMBIi e DL-metionina n&o protegida da degradacéao
ruminal). Houve tendéncia (P=0,06) de efeito da suplementacéo sobre a produgéo de
leite, com o maior valor observado para o grupo controle e o menor, para DL-metionina
(38,5 e 35,8 kgl/vacaldia, respectivamente). O teor de proteina no leite foi
significativamente maior para o grupo HMBI (3,02 vs. 2,91%, para HMBi e controle,
respectivamente), assim como a producdo de proteina no leite (1,16 vs. 1,12
kg/vacal/dia, respectivamente). Nao houve diferenca entre os tratamentos para perfil
de acidos graxos volateis no rumen e concentracéo ruminal de amédnia, indicando uma
provavel ndo interferéncia com o crescimento da flora ruminal. Também nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos para os

demais parametros de composic¢ao do leite, NUL ou peso corporal.
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Patton (2010) descreveu que a ndo resposta a suplementacdo de AA naforma
protegida ruminalmente pode ser devida a efeitos ndo estudados em sua meta-
analise. Ainda ndo se dipunha, aquela época, de uma equacéo que predissesse com
seguranca o efeito da suplementacéo de AA sobre a proteina verdadeira do leite. Uma
possivel explicacdo € que varios trabalhos utilizados em sua meta-analise
suplementaram AA pés-pico de produgdo, quando as vacas ja perderam o suporte
hormonal para aumento da produgédo de leite. Schwab et al. (1992) apresentaram
resposta em producéo de leite quando houve a infusdo abomasal de Lys e Met.

Foi demonstrado por Pisulewski et al. (1996) que altos teores plasmaticos de
Met causaram constricdo do fluxo sanguineo para a glandula mamaria, o que pode ter
contribuido para reducéo da producéo de leite. Outra possivel explicacéo (Cant et al.,
2009, citados por Patton, 2010) € que um AA individualmente pode regular a producéo
de proteina verdadeira no leite, sem alterar o fornecimento de AA totais para a
glandula mamaria. Embora eles tenham proposto esta teoria para outros AA que n&o
a Met, este pode ser um mecanismo geral de regulacdo da sintese de proteina lactea.
Berthiaume et al. (2006) mostraram a capacidade do figado em remover 0 excesso de
Met e a habilidade da glandula mamaria em deprimir a captagéo de quantidades extras
de Met. Portanto, a n&o resposta a suplementacdo de LMPR neste trabalho pode ser
explicada por um ou mais destes efeitos.

Patton (2010) n&o observou efeito do aporte de Lys metabolizavel
(g/lvacal/dia), ou mesmo da Lys como percentagem da PM, sobre a producédo de
proteina verdadeira no leite. Lean et al. (2018) afirmaram que a Lys n&o foi associada
com aumento da produc¢ao de proteina no leite, teor de proteina no leite ou producéo
de leite.

Doepel et al. (2004) recomendaram o fornecimento de 142 ou 162 g de Lys
metabolizavel/vacal/dia. Os valores observados por Lean et al. (2018), compararando-
se anao suplementagcdo com a suplementacao, foram de 156,76 vs. 161,89 g/vaca/dia
de Lys metabolizavel, o que os levou a concluir que ou a Lys n&o era limitante ou o
fornecimento foi insuficiente para se resultar em efeito significativo nas variaveis
avaliadas. No presente experimento, a suplementacao estimada variou de 169,0 a
186,0 g de Lys metabolizavel/vaca/dia e também ndo se observou efeito deste AA

sobre os parametros mensurados. Lean et al. (2018) alegaram que pode ter havido
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diferengas entre os métodos utilizados nos respectivos experimentos € que a infus&o
abomasal tende a ser um método mais confidvel que a estimativa fornecida pelo
CNCPS 6.5. A estimativa que estes autores observaram em sua meta-analise foi de
6,36 e 6,38% Lys na PM e, portanto, abaixo da prépria recomendacéo do CNCPS
versao 6.5, que é de 6,68% de Lys na PM.

Neste experimento, o grupo controle teve uma estimativa de 6,31%, abaixo
destes valores, mas os demais grupos tiveram 6,55, 6,86 e 7,16% de Lys na PM,
respectivamente para os grupos L, M e H. Kajikawa et al. (2002) observaram que o
fornecimento de Lys em meio de cultura com bactérias ruminais inibiu a taxa de
crescimento microbiano (P<0,01) e a eficiéncia de crescimento microbiano (P<0,05),
quando comparado com a suplementacdo dos 20 AA. As inibicdes do crescimento
microbiano, descritas também para outros AA, podem ser causadas principalmente
por um feed back negativo sobre enzimas da fase inicial de sintese do AA. Esta
inibicdo suprime a producéo de outros AA que também dependem desta enzima que
foi inibida. Ainda segundo Kajikawa et al. (2002), quando a sintese de um AA é
deprimida em um meio de cultura microbiana, aumenta a exigéncia de outros AA
naquele meio.

Lean et al. (2018) avaliaram, ainda, um conjunto de dados onde a diferenca
de fornecimento de Lys metabolizavel foi maior que 20 g/vacal/dia entre os grupos
controle e tratamento, mas mesmo assim nenhum efeito foi observado sobre producao
de leite, porcentagem de proteina ou producgéo de proteina no leite.

Ao comparar dois produtos comerciais a base de MPR e encontrar diferengas
de resultados entre os produtos, Patton (2010) argumentou que, entre outras, as
possiveis explicacdes podiam estar relacionadas a maneira de liberacdo do AA no
rumen, ou ao sistema de encapsulamento, a eficiéncia do encapsulamento ou, ainda,
em qual porgao do intestino a liberagéo de cada produto ocorre. Nao foi encontradada
na literatura informacéo sobre a eficacia do método de encapsulamento utilizado no
presente estudo. O objetivo do recobrimento com lipideos ricos em acidos graxos
saturados € reduzir a liberacdo ruminal e permitir sua disponibilizagdo no intestino
delgado, apds acdo dos mecanismos de digestdo destes lipideos. Porém, pelos
resultados obtidos, ndo foi possivel concluir sobre a eficiéncia deste método de

protecao ruminal de AA.
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O estadio da lactacdo (dias em leite) apresentou efeito negativo linear sobre
a producdo de leite e producéo de proteina verdadeira no leite (LEAN et al., 2018),
atentando-se que os dias médios em lactacdo (DEL, média + desvio-padréo) neste
experimento foi de 105 £ 66 dias. Tem havido énfase em trabalhos com
suplementacdo de AA no periodo de transicdo. Ou seja, embora haja artigos
publicados com a suplementacédo de AA protegidos para vacas em lactagao, parece
haver interesse crescente na suplementacdo destes AA, especialmente de Met,
durante o periodo de transicéo.

Ha interesse em se entender os possiveis efeitos de demais parametros
nutricionais sobre o0 desempenho de vacas suplementadas com AA protegidos
ruminalmente. O aumento dos teores de extrato etéreo, amido e fibra soluvel na dieta
foi associado com aumento de producgao de leite e de produgéo de proteina no leite,
refletindo seu efeito positivo na producdo de proteina microbiana ruminal,
metabolismo energético pds-ruminal e producéo de lactose (LEAN et al., 2018).

Patton (2010) observou, ao analisar os resultados da suplementacao de MPR,
ligeiro decréscimo na ingestéo de MS, resultado semelhante a queda do consumo de
MS com a suplementagéo de AA protegidos, neste trabalho.

As digestibilidades aparentes da matéria organica e da fibra em detergente
neutro foram maiores para os trés grupos suplementados do que para o grupo controle
(NOFTSGER et al.,, 2005), indicando uma provavel alteracdo no ecossistema
microbiano ruminal. Porém, ndo houve efeito sobre a populagdo de protozoarios do
rumen ou omaso.

Possivel explicagéo para a redugéo da IMS e da ingestdo de matéria organica
digestivel, além da tendéncia a reducéo da digestibilidade da matéria organica e da
digestibilidade da FDN, observadas no presente estudo, concentram-se no efeito
inibidor da sintese de AA pela flora ruminal (KAJIKAWA et al., 2002), quando da
adicao de um ou poucos AA em detrimento da suplementacdo mais completa de AA.
A possivel reducéo da populagdo microbiana impactou na digestibilidade da matéria
organica, o que pode ter contribuido para reduzir a IMS. Isso, contudo, ndo reduziu a

producdo de proteina microbiana ruminal, mensurada pelos parametros de alantoina.
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3.5 CONCLUSOES

A suplementacgao crescente de Lys e Met protegidas da degradagao ruminal
nao resultou em melhora de desempenho de diversos parametros zootécnicos em
vacas em lactacdo, em dietas com baixos teores de N, mas suficientes em PM. A
auséncia de resposta aos suplementos envolveu reducao da digestao da dieta no trato
total e reducéo da ingestdo de MS. A menor digestibilidade da FDN e menor ingestéo
de MS sugerem um efeito negativo dos suplementos de AA na func&o ruminal,
possivelmente mediada pela reducdo da sintese de proteina microbiana, quando da
adicao de LMPR, especificamente se houver liberacdo, ainda que parcialmente, dos
AA no ambiente ruminal. A reducdo do fornecimento de AA microbiano ao intestino
delgado pode ter encoberto um possivel efeito positivo da suplementacéo de AA sobre
o desempenho da lactagdo, ou seja, a possivel reducdo do aporte de AA para o
intestino delgado limitou a resposta em producao de leite ou de componentes do leite.
Manter a sintese microbiana ruminal parece ser essencial para a detec¢do de um
efeito positivo de suplementos de AA protegidos da degradacdo ruminal,
especialmente em dietas que dependem de uma grande propor¢ao de AA microbianos
para o fornecimento de AA metabolizaveis.

Nao houve efeito da suplementacéo de niveis crescentes de lisina e metionina
protegidas da degradacao ruminal sobre a proteina microbiana diretamente. Porém, a
reducdo da ingestdo da matéria organica digerida e a prdpria reducéo da ingestao de
matéria seca podem ter sido devidas a possivel reducdo da sintese de proteina
microbiana. Esta, por sua vez, pode ter induzido a um aporte insuficiente de AA de
cadeia ramificada (BCAA) no plasma, tornando-os mais limitantes a sintese de
proteina pela glandula mamaria do que a Lys e a Met. A suplementacdo de BCAA em
associagao com Lys e Met protegidas da degradacdo ruminal pode ser uma estratégia

plausivel para dietas de baixo teor de N.
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4 CAPITULO 3: SUPLEMENTACAO DE AMINOACIDOS PROTEGIDOS DA
DEGRADAGCAO RUMINAL, EM DOIS TEORES DE PROTEINA BRUTA
DIETETICA

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacéo de lisina
(Lys) e metionina (Met) protegidas da degradacdo ruminal (LMPR) em dietas com
dois teores de proteina bruta (PB) para vacas e seus efeitos sobre: produgado e
composi¢éo do leite, parametros do metabolismo nitrogendo, peso vivo (PV), escore
de condi¢éo corporal (ECC) e ingestao de matéria seca (IMS). Inicialmente, 36 vacas
foram utilizadas, formando-se 9 blocos de 4 animais cada. Os animais permaneceram
alojados em estabulo tipo free stall. O delineamento experimental foi Quadrados
Latinos 4 x 4. Os 4 animais de cada bloco foram distribuidos aleatoriamente para
receber cada um dos 4 tratamentos distintos em um esquema fatorial 2 x 2 (dois teores
de proteina vs. inclusdo ou ndo de aminoacidos (AA)). Foram 4 periodos de 21 dias
(14 dias de adaptacéo e 7 dias de coleta de variaveis). Os tratamentos foram: baixa
proteina sem suplementacao de AA (BPXX, 15,1% PB, 6,52% Lys na PM e 1,80% Met
na PM), baixa proteina suplementada com AA (BPAA, 15,2% PB, 6,77% Lys e 2,22%
Met), alta proteina sem suplementacéo de AA (APXX, 16,5% PB, 6,50% Lys e 1,78%
Met) e alta proteina com suplementacao de AA (APAA, 16,6% PB, 6,82% Lys e 2,24%
Met). Foram mensurados: producdo de leite, teores de gordura, proteina, lactose,
caseina, solidos totais, nitrogénio ureico no leite (NUL) e contagem de células
somaticas (CCS). Também foram analisadas: proteinas séricas totais, albumina
sérica, globulinas séricas, glicose plasmatica e ureia plasmatica. Em amostras de
urina foram analisados: ureia, creatinina, acido urico, alantoina e estimativa de
produgdo diaria de urina. Foram estimados IMS, PV e avaliado ECC. A analise
estatistica utilizou modelo com os efeitos aleatdrios de bloco e vaca dentro do bloco e
os efeitos fixos de periodo, dieta (teor de PB e suplementagéo dos AA ou ndo) € a
interacao entre teor de PB e suplementacdo de AA. Nao houve efeito do teor de PB
da dieta sobre producéo de leite, mas aumentaram os teores de proteina no leite (3,27
vs. 3,32%) e de caseina. Porém, resultou em maior excrecdo de NUL (11,8 vs. 14,4
mg/dL,), em aumento do nitrogénio ureico plasmatico (10,22 vs. 13,15 mg/dL), maior
teor de ureia urinaria (848,3 vs. 1.026,0 mg/dL), maior producéo de urina (36,8 vs.
40,9 L/dia); e houve tendéncia a maior ECC. A suplementagdo de LMPR néo teve
efeito sobre os paré@metros de produgcédo e composicao do leite, exceto pela tendéncia
ao menor teor de lactose; reduziu a glicose plasmatica; e aumentou os teores de
nitrogénio ureico (413,6 vs. 448,6 mg/dL) e acido urico. A interacdo entre o teor de PB
da dieta com a suplementacdo ou n&o de AA resultou em efeito significativo sobre
producgdo diaria de urina; e tendeu a reduzir a IMS estimada pelo FDNi (29,7 vs. 29,5
vs. 26,2 vs. 30,5 kg/vacal/dia, respectivamente para os grupos BPXX, BPAA, APXX e
APAA). O numero de dias médios em lactacédo (155,8466,0) das vacas pode ter
contribuido para a auséncia de resposta em producéo.

Palavras-chave: Aminoacidos. Proteina metabolizavel. Vacas em lactagao.
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ABSTRACT

The objective of this trial was to evaluate the effects of rumen protected lysine
(Lys) and methionine (Met) (LMPR) in two different levels of crude protein (PB) diets
for lactating cows on milk production and composition, nitrogen metabolism
parameters, live weight (PV), body condition score (ECC) and dry matter intake (IMS).
Initially, 36 Holstein lactating cows were housed and fed in a free stall barn, 9 groups
were formed, based on parity, days in milk and milk production and assigned to a
sequence of 4 treatments in 4 x 4 Latin Squares with 21-day periods (14 days of
adaptation), designed with 2 x 2 factorial arrangement (2 levels of PB vs. AA
supplementation or not). The treatments were: low protein without AA
supplementantion (BPXX, 15.1% PB, 6.52% Lys on PM and 1.80% Met on PM), low
protein supplemented with AA (BPAA, 15.2% PB, 6.77% Lys and 2.22% Met), high
protein without AA supplementation (APXX, 16.5% PB, 6.50% Lys and 1.78% Met)
and high protein with AA supplementation (APAA, 16.6% PB, 6.82% Lys and 2.24%
Met). The following variables were evaluated: milk production; milk content of: fat,
protein, lactose, casein, total solids; milk urea nitrogen, somatic cell count (CCS), total
serum protein, serum albumin, serum globulin, plasma glucose, plasma urea; in urine:
urea, creatinine, uric acid, allantoin and estimation of daily urine production; estimation
of IMS, PV, and ECC. Data obtained was analyzed with Mixed procedure of SAS using
the following information in the model: overall mean, randon block effect, randon cow
within block effect, fixed period effect, fixed treatment effect (PB level vs. AA
supplementation or not), the interaction between PB level and AA and residual error.
There was no effect of PB level on milk production, but there were increases on milk
protein (3.27 vs. 3.32%) and on casein. However, increasing PB in the diet incresead
NUL (11.8 vs. 14.4 mg/dL), plasmaurea N (10.22 vs. 13,15 mg/dL), urinary urea (848.3
vs. 1,026.0 mg/dL), daily urine production (36.8 vs. 40.9 L/day) and tend to increase
ECC. LMPR supplementation did not affect milk production and composition, except
for the tendency to lower lactose content. It also decreased plasma glucose and
increase plasma ureic nitrogen (413.6 vs. 448.6 mg/dL) and uric acid. The interaction
between PB levels and AA supply influenced daily urine production and tended to
decrease IMS estimated based on indigestible NDF (29.7 vs. 29.5 vs. 26.2 vs. 30.5
kg/cow/day, respectively for BPXX, BPAA, APXX and APAA groups). The interaction
did not affect milk production and composition. The days in milk (155.8466.0, in the
beginning of the trial) should have contributed to lack of response in milk production.

Key-words: Amino acids. Metabolizable protein. Lactating cows.
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4.1 INTRODUCAO

Ha interesse em avaliar a resposta da suplementacdo de aminoacidos
protegidos da degradagado ruminal para vacas em lactacdo e sua possivel interacédo
com os teores de proteina bruta da dieta.

A predicdo acurada da producdo de proteina no leite em funcdo da
suplementacdo de aminoacidos € critica para a decisédo do uso de aminoacidos
protegidos para vacas em lactacdo. Em uma meta-analise sobre os efeitos da
suplementacéo de Lys e Met sobre a producéo de proteina do leite, Vyas € Erdman
(2009) constataram que a resposta em proteina do leite a suplementacdo dos
aminoacidos na dieta varia continuamente e reduz-se com o aumento da ingestao de
aminoacidos e mesmo com 0 aumento da ingestdo de PM. Pode inferir-se, portanto,
que ha valores 6timos de suplementacdo de aminoacidos, pois a suplementacéo
exagerada pode resultar em menor eficiéncia do uso de N e na oxidacdo do
aminoacido para produ¢ao de energia, com excre¢ido do N, além de um possivel efeito
depressor da sintese de proteina microbiana, se houver liberagdo do AA no rimen.

Nesta mesma meta-analise, Vyas e Erdman (2009) determinaram a resposta
em producdo de proteina no leite a partr da quantidade de Lys e de Met
suplementadas e ndo somente em sua concentracdo na PM. Isto poderia corrigir
possiveis erros causados pela variagdo no consumo de alimentos.

Um dos possiveis fatores que influenciam na variabilidade dos resultados é o
o teor de PB dietética, visto que pode haver interagdo entre a suplementacéo de AA e
os teores de PB, que poderia alterar a quantidade de AA oriundo da proteina
microbiana (BARROS et al., 2017; LEONARDI et al., 2003).

No experimento anterior, descrito no Capitulo 2, utilizou-se uma relagéo fixa
entre os teores de Lys e Met na PM (préxima a 3:1), com base nas recomendac¢des
do NRC (2001) e variou-se o teor de ambos os AA na PM, desde o controle sem
suplementacdo de AA e que, portanto, resultou em uma relacao desequilibrada de
3,49:1. Nos demais tratamentos, houve aumento dos teores dos AA, mantendo-se a
relacdo proxima a 3:1. Resumidamente, n&o houve aumento de desempenho nos
parametros zootécnicos com o aumento da suplementacéo de AA.

Porém, dada a inexisténcia de experimentos com suplementacdo de AA

protegidos da degradacdo ruminal nas condicbes brasileiras, percebeu-se a
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oportunidade para avaliar a suplementacéo de Lys e Met protegidas da degradacgéao
ruminal (LMPR) para vacas em lactacdo. No Brasil, diferentemente de outros paises
onde foi realizada grande parte dos trabalhos que estudam a maior eficiéncia na
suplementacdo de AA na PM, nao € permitido o uso de fontes de proteina animal para
ruminantes adultos; ha poucas opc¢des de fontes de AA protegidos da degradacéao
ruminal ou se analogos da Met para vacas em lactacdo; sdo relativamente recentes
os programas de pagamento de leite por qualidade, incluindo o teor de proteina no
leite; e ainda ha baixa utilizacdo de ferramentas de monitoramento zootécnico dos
rebanhos, que permitem maior precisao na nutricdo de vacas em lactacao.
Dastaca-se, ainda, a realizagdo do experimento em condigdes mais préximas
da realidade de fazendas comerciais e em dois teores de PB da dieta: um mais
elevado (aqui denominado “alta” proteina), proximo aos praticados em rebanhos
comerciais € outro, com menor teor (‘baixa” proteina), ambos sem e com
suplementacédo de LMPR, mantendo-se a relacido préxima a 3 Lys:1 Met na PM, nos
tratamentos com suplementacédo de AA, mas em teores moderados (6,77 € 6,82% Lys
na PM; e 2,22 e 2,24% Met na PM), em raz&o dos resultados do experimento anterior.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da suplementagéo
de Lys e Met protegidas da degradacdo ruminal em dietas com dois teores de proteina
bruta para vacas em lactacdo e seus efeitos sobre: producdo de leite, teores e
producdes de gordura, proteina, caseina, lactose e sélidos totais, teor e excregcao
diaria de nitrogénio ureico no leite, contagem de células somaticas, parametros
sanguineos € urinarios, peso vivo, escore de condi¢cado corporal e ingestao de matéria

seca.

4.2 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), sob parecer n°
1.000, em 24/09/2015 (Anexo A).
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4.2.1 ANIMAIS UTILIZADOS E DESCRICAO DAS INSTALACOES

Inicialmente, 36 vacas foram utilizadas, formando-se assim 9 blocos de 4
animais cada, porém foram utilizados os dados de 35 animais devido a morte de 1
vaca, ainda na fase inicial do primeiro periodo, por motivo alheio ao experimento. Das
36 fémeas, 12 eram primiparas. Os animais permaneceram alojados em estrutura tipo
free stall, com capacidade para 64 animais, com livre acesso a agua e ao alimento.
Os animais foram ordenhados duas vezes ao dia, as 06:00 e as 18:00 horas, em sala
de ordenha rotatéria modelo tandem, com 12 posi¢cdes de ordenha e com registro
automatico de informacdes através do software Dairy Plan®.

No inicio do periodo experimental, os animais apresentavam: ordem média de
lactacbes (média + desvio-padrao) 2,1 £ 0,9; producéo de leite 39,5 £ 7,3 kg/vacaldia;
e 1558 + 66,0 dias em lactacdo. Todos os animais experimentais receberam
aplicagbes de somatotropina recombinante bovina (rBST)! em intervalos de 10 e 11
dias sucessivamente.

A temperatura e umidade ambientais foram mensuradas em intervalo de 30
minutos por um termohigrémetro digital (EasyLog-USB-2-LCD, Lascar Eletronics,
Salisbury, Reino Unido), posicionado a 1,0 m do piso, sobre a cama dos animais. O
indice de temperatura e umidade (THI, Figura 4.1) foi calculado de acordo com Yousef
(1985): THI =T + 0,36 x PO + 41,2; onde T = temperatura (°C) and PO = ponto de
orvalho. A mensuracdo do THI demonstrou temperatura média de 17,6 + 4,9°C;
umidade relativa do arem 79,3 £ 12,1%; THI 63,7 £ 5,8, com total de 3.966 registros

em intervalos de 30 minutos.

" Lactotropin, Elanco Satde Animal, S3o0 Paulo, SP, Brasil.
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FIGURA 4.1 - INDICE DE TEMPERATURA E UMIDADE (THI) DENTRO DO ESTABULO, DURANTE
O PERIODO EXPERIMENTAL.

A duracao total do experimento foi de 91 dias, consistindo de 7 dias iniciais de
adaptacéo mais 4 periodos de 21 dias cada. Foi realizado no Setor de Bovinocultura
Leiteira (SBL), da Fazenda Experimental Gralha Azul (FEGA), da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), situada no municipio de Fazenda Rio

Grande, na Regido Metropolitana de Curitiba, Parana.

4.2.2DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental adotado foi um quadrado latino 4 x 4, onde as
vacas elegiveis a participar do experimento foram separadas em 9 blocos contendo 4
animais cada. A utilizagdo de blocos visa agrupar animais com caracteristicas
semelhantes entre si, melhorando a uniformidade dentro do bloco.

A blocagem foi realizada em fungdo da ordem de lactagao, producao de leite
e dias em lactacdo. Os 4 animais de cada bloco foram distribuidos aleatoriamente
para receber cada um dos 4 tratamentos distintos em um esquema fatorial 2 x 2 (dois

teores de proteina x inclusdo ou ndo de aminoacidos). O periodo de fornecimento de
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cada tratamento foi de 21 dias, apds 0s quais 0s animais seguiram para outro

tratamento distinto do(s) anterior(es).

4.2.3DIETAS EXPERIMENTAIS

Os tratamentos consistiram em fornecimento de dieta com alta ou baixa PB
dietética (quando comparados aos teores usuais de rebanhos comerciais), juntamente
com a suplementacédo ou n&o de Lys e Met protegidos da degradacgéo ruminal. Os
teores de Met e Lys utilizados foram embasados nos conceitos do NRC (2001) e para
que a relacdo entre os 2 AA fosse mantida em 3:1, os teores de lisina e metionina
como propor¢do da proteina metabolizavel da dieta foram de 6,8 e 2,3%,
respectivamente. O perfil de nutrientes das fontes de AA foi disponibilizado pelo

fornecedor dos produtos?. Os 4 tratamentos foram:

1

a
b
c
d

Baixa proteina, sem suplementagdo de aminoacidos (BPXX

)
Baixa proteina, com suplementacdo de aminoacidos (BPAA);

Alta proteina, sem suplementacdo de aminoacidos (APXX); e

1

)
)
)
)

~— e

Alta proteina, com suplementacdo de aminoacidos (APAA).

A composicao das dietas e seus teores nutricionais (ajustados de acordo com
as analises bromatoldgicas obtidas) estdo apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2,
respectivamente.

A dieta foi fornecida na forma de dieta total misturada (TMR) sempre apos as
ordenhas, em quantidade suficiente para se obter cerca de 5% de sobras ao final do
dia. Todos os animais receberam uma dieta base composta por silagem de milho, feno
de tifton, racdo comercial (cuja formulagdo manteve-se constante durante todo o
experimento), milho gr&o moido, farelo de soja, casca de soja peletizada, suplemento
mineral-vitaminico e bicarbonato de sédio. Sobre a TMR ja no cocho, foram fornecidos
0s complementos de cada tratamento (que visavam complementar a MS ofertada da

dieta, mantendo-as 0 mais semelhante possivel entre os tratamentos); nos

2 LysiPEARL® e MetiPEARL®, Kemin Industries Inc., Des Moines, EUA.
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tratamentos de alta proteina o complemento foi de farelo de soja, ja para os

tratamentos de baixa proteina o complemento foi de casca de soja.

TABELA 4.1 — COMPOSICAO (EM PERCENTAGEM DE MATERIA SECA) EM DIETAS COM
DIFERENTES TEORES DE PROTEINA BRUTA DIETETICA, SEM E COM SUPLEMENTAGAO DE
AMINOACIDOS PROTEGIDOS DA DEGRADACAO RUMINAL.

Ingredientes Baixa proteina Alta proteina
(%MsS)' Sem AA Com AA Sem AA Com AA
Silagem de milho 43,93 43,92 43,93 43,91
Feno de tifton 2,93 2,93 2,93 2,93
Milho gréo moido 3,22 3,00 3,22 2,95
Farelo de soja - - 3,66 3,66
Casca de soja 3,66 3,66 - -
Concentrado comercial? 44 62 44 61 44 62 44 60
Bicarbonato de sédio 1,10 1,10 1,10 1,10
Sal mineralizado?® 0,55 0,55 0,55 0,55
LysiPEARL® (g/vaca/dia)* - 0,12 (32,0) - 0,17 (46,0)
MetiPEARL® (g/vaca/dia)® - 0,12 (32,0) - 0,14 (38,0)
Total 100,00 100,00 100,00 100,0

MS: matéria seca, AA: aminoéacidos;

2Concentrado comercial (MS%): 88,5% MS; 26,09% PB; 2,94% EE; 7,70% MM; 18,41% FDN; 1,43%
Ca; 0,60% P; 0,30% Na; 0,44% CI; 1,13% K; 0,17% S; 0,68 mg/kg Co; 24,86 mg/kg Cu; 1,36 mgkg I;
113,0 mg/kg Mn; 0,68 mg/kg Se; 124,36 mg/kg Zn; 7.910,0 Ul/kg vit. A; 2.035,0 Ul/kg vit. D; 54,2 Ul/kg;
33,9 mg/kg monensina sédica;

3Sal mineralizado (MS%): 18,0% Ca; 8,0% P; 5,8% Na; 9,0% CI; 1,0% S; 110,0 mg/kg Co; 650,0
mg/kg Cu; 80,0 mg/kg I; 1.848,0 mg/kg Mn; 20,0 mg/kg Se; 2.554,0 mg/kg Zn;

440,0% Lisina, entre parénteses consta a quantidade, em g/vaca/dia, fornecida de cada suplemento;
556,0% Metionina, entre parénteses consta a quantidade, em g/vaca/dia, fornecida de cada
suplemento.

O ajuste de MS da dieta foi realizado semanalmente com a quantificagéo do
teor de umidade da silagem de milho através de aparelho tipo Koster®.

Os AA foram fornecidos na forma de fop dress em diferentes quantidades em
cada um dos tratamentos. O fornecimento dos AA foi feito juntamente com milho gréo
moido perfazendo o total de 200 g de suplemento/cabecaldia (aminoacidos e milho).
Para os grupos que nao receberam os aminoacidos, o milho também foi fornecido
para que a MS ofertada fosse igual. Os suplementos foram fornecidos individualmente

a cada vaca dos respectivos grupos, quando contidas no canzil, no momento da
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alimentacao pds-ordenha, duas vezes ao dia. Observava-se o consumo individual de

cada animal e, em n&o havendo, registrava-se a informacao.

TABELA 4.2 - PREDICOES DO NRC (2001) EM DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE PROTEiIN\lA
BRUTA, SEM E COM SUPLEMENTACAO DE AMINOACIDOS PROTEGIDOS DA DEGRADACAOQO

RUMINAL".

Ingredientes

Baixa proteina

Alta proteina

SemAA ComAA SemAA ComAA

Matéria seca (MS, %) 48,17 48,17 48,17 48,17
Ingestdo de MS estimada (IMS, kg/v/d) 27,3 27,3 27,3 27,3
Energia liquida de lactacédo (ELL, Mcal/kg) 1,54 1,54 1,56 1,56
Fibra em detergente neutro (FDN, %MS) 349 349 331 33,0
FDN de forragem (FDN forr, %MS) 19,8 19,8 19,8 19,8
Amido (%MS) 299 29,5 30,1 30,0
Carboidratos néo fibrosos (CNF, %MS) 41,6 41,4 41,9 417
Extrato etéreo (EE, %MS) 2,8 2,7 2,8 2,9

Proteina bruta (PB, %MS) 151 15,2 16,5 16,6
Proteina degradavel no raimen (PDR, %MS) 9,5 9,5 10,5 10,5
Proteina ndo degradavel no rimen (PNDR, %MS) 56 57 6,0 6,1

PL? presumida pela ELL (kg/v/d) 456 457 46,2 46,4
PL presumida pela PM (kg/v/d) 41,7 422 455 46,1

PM fornecida (g/vaca/dia) 2.815 2.837 2.976 3.005
Balanco de PM (g/vaca/dia) -35,0 -13,0 132,0 189,0
Balanco de PDR (g/vaca/dia) -70,0 -70,0 186,0 186,0
PM microbiana (g/vaca/dia) 1.413 1.414 1.454 1.455
PNDR na PM (g/vaca/dia) 1.273 1.294 1.393 1.421
Proteina enddgena na PM (g/vaca/dia) 129,0 129,0 129,0 129,0
Lisina metabolizavel (g/vaca/dia) 184,0 192,0 193,0 205.0
Metionina metabolizavel (g/vaca/dia) 51,0 63,0 53,0 67,0
Lisina (como % da PM) 6,52 6,77 6,50 6,82

Metionina (como % da PM) 1,80 2,22 1,78 2,24

Relacéo lisina:metionina 3,62 3,05 3,65 3,04

'Dietas estimadas pelo NRC (2001);

2MS: Matéria seca; AA: aminoacidos; PL: producéo de leite; PM: proteina metabolizavel.
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4.2 4COLETA DE INFORMACOES

Amostras de silagem, dieta base e sobras foram coletadas 2 vezes por semana
e misturadas formando uma amostra de cada por semana. Amostras dos demais
alimentos (concentrado comercial, milho grdo moido, farelo de soja e casca de soja)
e de feno, foram coletadas 1 vez por semana e foram misturadas formando 2 amostras
de cada ao final de cada periodo experimental. Todas as amostras umidas foram
armazenadas sob congelamento a -20°C até posterior analise bromatoldgica.

As amostras umidas compostas foram secas em estufa de ventilacdo forcada
a 60°C por 72 h e moidas em moinho Thomas-Willey com peneira de 1 mm. O teor de
MS foi determinado por secagem a 100°C, por 24 h (SILVA; QUEIROZ, 2006); a PB
determinada pelo método 936.15 (AOAC, 2007a). As cinzas foram determinadas
método 942.05 (AOAC, 2007b). A determinacéo do EE foi feita pelo método 920.39
(AOAC, 2007c). O teor de FDN foi analisado com base no método descrito por Van
Soest et al. (1991). As analises de FDA e lignina foram feitas a partir de adaptacéo do
método 973.18 (AOAC, 2007d). Os carboidratos n&o fibrosos foram estimados por
CNF(MO) =100 — (UMID + PB + EE + FDN + RM) ou CNF(MS) = 100 — (PB + EE +
FDN + RM). O Ca foi determinado por complexiometria (E. MERCK AG, s.d.) e 0
fésforo, pelo método de solubilildade em &cido citrico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,

2005). Os resultados das analises bromatoldgicas estdo descritos na Tabela 4.3.
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TABELA 4.3 — RESULTADOS MEDIOS DAS ANALISES BROMATOLOGICAS DOS ALIMENTOS E
DA DIETA BASE, EM EXPERIMENTO COM DIFERENTES TEORES DE PROTEINA BRUTA
DIETETICA, SEM E COM SUPLEMENTACAO DE AMINOACIDOS PROTEGIDOS DA DEGRADACAO
RUMINAL'

Dieta Silagem Feno de Farelo de Cascade Milho Conc.
Teores base de milho tifton soja soja moido comerc.
(%MS) (%MS) (%MS) (%MS) (%MS) (%MS) (%MS)

MS (MO,%) 46,9 30,3 88,7 88,9 91,1 88,4 89,1
PB 14,1 7,3 17,3 52,7 13,6 9,2 26,6
RM 6,7 3,1 9,2 6,7 46 1,3 8,9
EE 3,7 3,4 1,2 1,5 24 3,5 3,7
FDN 33,0 40,5 67,3 14,1 63,4 16,0 19,7
FDA 16,8 20,8 28,7 6,3 44 1 26 8,6
CNF 42 4 4577 50 249 16,1 70,1 411
Lignina 1,0 1,9 2,35 - - - -

Ca 0,8 0,2 0,5 0,0 0,6 0,0 1,6
P 0,4 0,2 0,3 0,3 0,2 0,3 0,6

MS: Matéria seca; Conc. comerc.: concentrado comercial; MO: matéria original; PB: proteina bruta;
RM: residuo mineral; EE: extrato etéreo; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente
acido; CNF: carboidratos néo fibrosos; Ca: calcio; P: fésforo.

Durante os 21 dias de cada periodo os animais receberam os tratamentos
ininterruptamente. Cada periodo consistiu em 14 dias de adaptagdo ao tratamento
seguidos de 7 dias de coleta de variaveis. Destes, 6 dias foram de mensuracéo da
producdo e coleta de amostras de leite, totalizando-se 12 ordenhas, e 0 sétimo,
afericdo do perimetro toracico (para estimativa do peso vivo) e avaliagdo do escore
de condigao corporal dos animais.

A produc¢ao de leite foi mensurada individualmente e as amostras para analise
de composicéo do leite foram coletadas individualmente durante os seis penultimos
dias de cada periodo, com uso de medidor eletronico e amostrador automatico de
leite, respectivamente, disponivel no proprio equipamento de ordenha (HORST, s.d.).
As amostras foram provenientes de duas ordenhas diarias, totalizando-se 12 amostras
por vaca em cada periodo de coleta.

Essas amostras foram enviadas para o Laboratério de Qualidade do Leite da
Associacéo Paranaense dos Criadores de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH) em

Curitiba, para analise dos teores de gordura, proteina, lactose, caseina, nitrogénio
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ureico no leite (NUL), sdélidos totais e contagem de células somaticas (CCS)
(BENTLEY, 2007).

Posteriormente foram calculadas as produgdes, em kg/vaca/dia, de cada
componente do leite, além de producbes de leite, em kg/vacaldia, corrigidas para
energia, para 3,5% de gordura e a energia excretada no leite em Mcall/vaca/dia
(BOERMANN et al., 2015), bem como o numero de caseina (teor de caseina / teor de
proteina total no leite). Quanto a excrecéo de NUL, foi mensurada também a excregéo
em g/vacal/dia de NUL e a excre¢&o de NUL/producéo de proteina no leite.

Nos ultimos 10 dias de cada ciclo, foram fornecidos 10 g de Oxido de
cromo/vacaldia, divididos em duas vezes logo apds fornecimento da dieta. Amostras
spot de fezes (50 g) foram coletadas diretamente da ampola retal nos ultimos 4 dias
do ciclo, em intervalos de 12 horas entre si, porém atrasando-se 3 horas a cada dia
para que um periodo de 24 horas fosse representado, totalizando-se assim 8
amostras/vaca que foram usadas para compor uma sé amostra por vaca por ciclo.
Nessas amostras, foram quantificados os teores de cromo (VALADARES FILHO et
al., 1985) e FDN indigestivel (CASALI et al., 2009), posteriormente utilizados para
estimativa de produgao fecal e consumo de matéria seca, respectivamente.

Amostras de sangue foram coletadas de todos o0s animais em quatro
momentos distintos nos dois ultimos dias de cada periodo. Cada uma das amostras
foi coletada cerca de 6 horas apos o fornecimento da dieta. O sangue foi coletado dos
vasos coccigeos com auxilio de agulha e seringa, e acondicionados em tubos
(Vacuette®) com ativador de coagulacéo (soro) e EDTA fluoretado (plasma). Os tubos
foram centrifugados por 15 min a 3.500 rpm e 0 soro ou plasma retirados e
acondicionados em microtubos plasticos (amostra e contra-amostra) que
permaneceram congelados até posteriores analises.

As analises realizadas com as amostras de soro sanguineo foram de
proteinas séricas totais, albumina e globulinas. As amostras de plasma sanguineo
foram utilizadas para analises de glicose e ureia plasmatica. O valor de nitrogénio
ureico no plasma foi obtido através da multiplicagéo do resultado de ureia plasmatica
por 0,46, que é o teor (em percentagem) de nitrogénio na molécula de ureia (LIRA,
2011).
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Amostras spot de urina foram coletadas através de estimulac&o vulvar nos
mesmos momentos de coleta de sangue, com auxilio de frasco especifico e gaze para
filtragem de possiveis debris. Uma parte das amostras foi congelada imediatamente
apo6s as coletas até posteriores analises de ureia, creatinina e acido urico. A outra
parte das amostras foi acidificada a pH < 3,0 e mantida congelada até posterior analise
de alantoina urinaria de acordo com metodologia colorimétrica proposta por Chen e
Gomes (1992). O indice PDC = {[(alantoina + &cido Urico)/creatinina] x PV°75} foi
calculado como descrito por Dérea et al. (2017).

As amostras de soro sanguineo (andlises de proteinas séricas totais,
albumina e globulinas), as de plasma sanguineo (analises de glicose e ureia
plasmatica) e as amostras de urina (analises de ureia, creatinina e acido urico) foram
analisadas através de métodos colorimétricos com kits comerciais (Dialab®) em um
analisador bioquimico automatico (BS-200, Mindray®), no Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria, do Setor de Ciéncias Agrarias da UFPR em Curitiba/PR.

A producéo diaria de urina em L/dia foi estimada com base na concentracéo
de creatinina urinaria das amostras spof, dividida pela excre¢cdo diaria total de
creatinina, a qual foi obtida através da multiplicacdo do peso vivo por 29,0, que é a
constante de excrec¢do de creatinina de bovinos adultos (VALADARES et al., 1999).
Os valores de produgéo de urina em L/vacal/dia foram utilizados para calcular as
excrecbes totais de nitrogénio urinario em g/vacal/dia e das bases de purinas
bacterianas na urina (alantoina e acido urico) em mmol/vacal/dia.

No ultimo dia de cada periodo, foram realizadas a estimativa de peso vivo,
com uso de fita métrica para afericdo do perimetro toracico e a avaliacdo do escore
de condicdo corporal (ECC) dos animais, por dois avaliadores independentes
devidamente treinados. O ECC foi avaliado de 1 a 5, sendo 1 muito magra e 5 muito
gorda (WILDMAN et al., 1982), com fragbes de 0,25. Os valores finais foram obtidos

através da média das avaliagcbes dos dois avaliadores.
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4.2 5ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através de ANOVA, seguidos pelo teste de Tukey
para comparacado entre as médias. A analise estatistica foi realizada por meio do
programa computacional SAS (versdo 9.0; SAS Institute Inc., EUA), com uso do
procedimento MIXED, por meio do modelo abaixo, que incluiu os efeitos aleatérios de
bloco e vaca dentro do bloco e os efeitos fixos de periodo, dieta (teor de PB e
suplementac&do dos AA ou n&o) e a interacao entre teor de PB e suplementacao de

AA, além do erro residual:

Yik = + Vi + Pj+ Dy + ejx
Onde:
M = média geral;
Vi = efeito aleat6rio de vaca (i = 1 a 35);
P; = efeito fixo de periodo (j = 1 a 4);
Dk = efeito fixo de dieta (k = BPXX, BPAA, APXX e APAA);

eijk = erro residual.

Para a preparacdo dos dados para a anadlise estatistica, analisou-se a
normalidade da distribuicdo dos dados de producéo de leite, pelo teste de Shapiro-
Wilk. Utilizou-se esta variavel por ser a mais relevante e, desta forma, para que os
parametros de normalidade (assimetria e curtose) estivessem em valores aceitaveis,
foram excluidas todas as informagdes das mensuracdes de producao de leite menores
que 27,8 kg/vacaldia, pois eram muito discrepantes do restante dos dados e a sua
retirada permitiu que houvesse distribuicdo normal. Com isso, das 140 observagdes
(35 vacas x 4 periodos), restaram 120 observacées.

O efeito do quadrado foi avaliado e por nao ter apresentado significancia, foi
retirado do modelo.

Os resultados foram agrupados em comparagdes entre os fatores: a) teor de
PB na dieta (baixa proteina — BP vs. alta proteina — AP); e b) suplementagcdo ou nao
de AA na dieta (sem AA vs. com AA). E, também, foi analisada a interagdo entre
fatores (BPXX vs. BPAA vs. APXX vs. APAA).
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Foi realizada transformacé&o logaritmica dos dados de contagem de células
somaticas, pela sua distribuicdo ndo paramétrica. As diferencas estatisticas foram
aceitas com P<0,05. Diferencas entre 0,05<P<0,10 foram consideradas como

tendéncia a significancia.

4.3 RESULTADOS

4.3 1EFEITOS DO TEOR DE PROTEINA BRUTA DA DIETA

Os efeitos do teor de PB na dieta sobre parametros de produg&o e composi¢ao
do leite estdo apresentados na Tabela 4.4. Ndo houve nenhum efeito sobre os
parametros relacionados a produgao de leite (P>0,10). As dietas com maior teor de
PB resultaram em maiores teores de proteina no leite (3,27 vs. 3,32%, P<0,01), de
caseina no leite (2,48 vs. 2,53%, P<0,01) e maior numero de caseina (0,75 vs. 0,76,
P<0,01). Também houve tendéncia a maior produ¢ao diaria de caseina no leite do
grupo AP (1,04 vs. 1,07 kg/dia, P=0,08).

As dietas com maior teor de PB, por outro lado, resultaram em maior excrecao
de NUL (11,8 vs. 14,4 mg/dL, P<0,01) e dos paréametros estimados a partir dele, como
a excrecéo diaria de NUL (5,02 vs. 6,16 g/vacaldia, P<0,01) e a excregao de NUL por
g de proteina do leite (3,62 vs. 4,36 g/kg, P<0,01).

Quanto aos parametros sanguineos ou plasmaticos, o fornecimento de menor
teor de PB na dieta teve efeito em elevacdo do teor de globulinas séricas (5,04 vs.
4,76 g/dL, P<0,01), o que resultou em maior teor de proteinas séricas totais (8,64 vs.
8,43 g/dL, P=0,02), mesmo que a albumina sérica tenha sido inferior no grupo BP
(3,60 vs. 3,67 g/dL, P=0,02). O maior teor de PB dietética resultou em aumento do
nitrogénio ureico plasmatico (10,22 vs. 13,15 mg/dL, P<0,01).
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TABELA 4.4 — EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE PROTEINA BRUTA SOBRE PARAMETROS DE PRODUGCAO E
COMPOSICAO DO LEITE DE VACAS EM LACTACAO.

(continua)
Variavel' BP AP EPM P
Producéo de leite (kg/vaca/dia) 423 423 0,54 0,93
Producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura (kg/vaca/dia) 421 42,2 0,54 0,87
Producéo de leite corrigida para energia (kg/vaca/dia) 42,7 43,0 0,52 0,63
Excrecao de energia no leite (Mcal/vaca/dia) 28,9 291 0,35 0,59
Teor de gordura no leite (%) 3,48 3,48 0,04 0,99
Producao de gordura no leite (kg/vaca/dia) 1,46 1,47 0,02 0,86
Teor de proteina no leite (%) 3,27 3,32 0,02 <0,01
Producéo de proteina no leite (kg/vaca/dia) 1,38 1,40 0,02 0,15
Teor de caseina no leite (%) 2,48 2,53 0,02 <0,01
Producéo de caseina no leite (kg/vaca/dia) 1,04 1,07 0,01 0,08
Numero de caseina? 0,75 0,76 0,01 <0,01
Teor de lactose no leite (%) 4 67 4 67 0,01 0,68
Producéo de lactose no leite (kg/vaca/dia) 1,98 1,98 0,02 0,87
Teor de extrato seco total no leite (%) 124 12,5 0,06 0,14
Producéo de extrato seco total no leite (kg/vaca/dia) 5,24 5,28 0,06 0,56
Teor de nitrogénio ureico no leite (NUL, mg/dL) 11,8 14,4 0,22 <0,01
Excrecao de nitrogénio ureico no leite (g/vaca/dia) 5,02 6,16 0,13 <0,01
Excrecdo de NUL/producéo de proteina no leite (g/kg) 3,62 4,36 0,07 <0,01

Contagem de células somaticas (células x 103/mL) 394.8 356,0 58,9 0,59
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Escore de células somaticas 3,49 3,32 0,15 0,20

'BP: Baixa proteina; AP: Alta proteina; EPM: erro padrao da média.

2Numero de caseina: teor de caseina / teor de proteina bruta do leite.

Na analise de amostras de urina (Tabela 4.5), 0 aumento da PB da dieta resultou em redugao do teor de creatinina urinaria
(61,2 vs. 53,9 mg/dL, P<0,01).

O maior teor de PB dietética fez com as vacas apresentassem maior teor de ureia urinaria (848,3 vs. 1.026,0 mg/dL, P<0,01),
maior producgao de urina (36,8 vs. 40,9 L/dia, P<0,01), maior excregcdo de acido urico (55,0 vs. 63,1 mmol/vacaldia, P<0,01), maior
proporcao de excrecdo de acido urico em relacdo ao total de derivados de purina (0,13 x 0,15, P<0,01).

E houve tendéncia a maior valor de ECC (2,95 vs. 3,04, P=0,06) para as vacas alimentadas com maior PB na dieta.

Nao houve efeito do tratamento sobre os demais pardmetros avaliados (P>0,10).
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TABELA 4.5 - EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS COM DIFERENTES TEORES DE PROTEINA BRUTA SOBRE PARAMETROS METABOLICOS E
ZOOTECNICOS DE VACAS EM LACTACAO.

(continua)
Variavel’ BP AP EPM P
Proteinas séricas totais (g/dL) 8,64 8,43 0,07 0,02
Albumina sérica (g/dL) 3,60 3,67 0,02 0,02
Globulinas séricas (g/dL) 5,04 476 0,08 <0,01
Nitrogénio ureico plasmatico (mg/dL) 10,22 13,15 0,20 <0,01
Ureia plasmatica (mg/dL) 22,21 28,58 0,44 <0,01
Glicose plasmaética (mg/dL) 66,33 66,78 0,36 0,27
Teor de creatinina urinaria (mg/dL) 61,2 539 1,31 <0,01
Excrecao de creatinina (mmol/vaca/dia) 184.,6 185,7 1,20 0,16
Teor de ureia urinaria (mg/dL) 848,3 1026,0 253 <0,01
Teor de nitrogénio ureico urinario (mg/dL) 390,2 472,0 11,6 <0,01
Teor de 4cido urico urinario (mg/dL) 264 26,4 0.64 0,98
Producéo de urina (L/vaca/dia) 36,8 40,9 0,98 <0,01
Excrecao de acido arico (mmol/vaca/dia) 550 63,1 1,55 <0,01
Excrecao de alantoina (mmol/vaca/dia) 359,8 372,8 8,73 0,32
Relacéo excrecéo diaria de alantoina/creatinina 1,96 2,02 0,05 0,41
Excrecao de derivados de purinas (DP, mmol/vaca/dia) 4150 436.4 9,33 0,12
Proporcéo excrecao de alantoina/DP 0,86 0,85 0,01 0,04
Proporcéo excrecao de acido urico/DP 0,13 0,15 0,01 0,04

indice PDC2 312,8 328,5 7,05 0,13



Relacéo excrecéo de purina/excrecdo de creatinina 2,26
Peso vivo (kg/vaca) 720,0
Escore de condicdo corporal 2,95
Ingestdo de matéria seca (IMS — FDNi, kg/vaca/dia) 29,62
IMS (alantoina, g/kg PV©75) 156,5

2,36
7246
3,04
28,35
166,0

0,05
4,71
0,05
0,86
4,60

0,17
0,16
0,06
0,36
0,15
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'BP: Baixa proteina; AP: Alta proteina; EPM: erro padrio da média.

2[ndice PDC = {[(alantoina + acido trico)/creatinina] x PV®75}, IMS — FDNi: ingestdo de matéria seca estimada pela fibra em detergente neutro indigestivel.

4.3 2EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO OU NAO DE AMINOACIDOS PROTEGIDOS DA DEGRADACAO RUMINAL

A suplementacdo de Lys e Met protegidos da degradagao ruminal, quanto aos pardmetros de producao de leite € composicao

do leite, apresentados na Tabela 4.6, resultou apenas em tendéncia a menor teor de lactose no leite (4,68 vs. 4,67%, P=0,08),

quando comparada com a n&o suplementacdo. Nao houve efeito da suplementacdo de AA na dieta para os demais parametros

avaliados (P>0,10).

A suplementacao de AA na dieta de vacas em lactagado reduziu os teores de globulinas séricas (5,02 vs. 4,78 g/dL, P=0,02),

também as proteinas séricas totais (8,67 vs. 8,41 g/dL, P<0,01) e a glicose plasmatica (67,11 vs. 66,00 mg/dL, P<0,01), comparada

a ndo suplementacéo (Tabela 4.7).

Analisando-se os parametros urinarios, o fornecimento de AA resultou em aumento dos teores de nitrogénio ureico (413,6

vs. 448,6 mg/dL, P=0,02), acido urico (53,3 vs. 64,8 mg/dL, P<0,01) e propor¢do de acido urico em relacdo ao total de derivados de

purina (0,13 vs. 0,15, P<0,01).
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TABELA 4.6 — EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS SEM E COM ADICAO DE AMINOACIDOS PROTEGIDOS DA DEGRADAGAO RUMINAL SOBRE
PARAMETROS DE PRODUCAO E COMPOSICAO DO LEITE DE VACAS EM LACTACAOQ.

(continua)
Variavel XX AA EPM P
Producéo de leite (kg/vaca/dia) 42 1 425 0,54 0,50
Producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura (kg/vaca/dia) 42,0 42,3 0,54 0,65
Producéo de leite corrigida para energia (kg/vaca/dia) 42,7 43,0 0,52 0,65
Excrecao de energia no leite (Mcal/vaca/dia) 29,0 291 0,35 0,74
Teor de gordura no leite (%) 3,48 3,47 0,04 0,63
Producao de gordura no leite (kg/vaca/dia) 1,46 1,47 0,02 0,76
Teor de proteina no leite (%) 3,30 3,29 0,02 0,67
Producéo de proteina no leite (kg/vaca/dia) 1,39 1,39 0,02 0,70
Teor de caseina no leite (%) 2,50 2,50 0,02 0,94
Producéo de caseina no leite (kg/vaca/dia) 1,05 1,06 0,01 0,65
Numero de caseina? 0,75 0,76 0,01 0,25
Teor de lactose no leite (%) 468 4 67 0,01 0,08
Teor de extrato seco total no leite (%) 1,97 1,98 0,02 0,78
Producéo de extrato seco total no leite (kg/vaca/dia) 12,5 124 0,06 0,16
Producéo de extrato seco total no leite (kg/vaca/dia) 5,26 5,27 0,06 0,80
Teor de nitrogénio ureico no leite (NUL, mg/dL) 13,1 13,1 0,22 0,68
Excrecao de nitrogénio ureico no leite (g/vaca/dia) 5,60 5,57 0,13 0,80
Excrecdo de NUL/producéo de proteina no leite (g/kg) 3,99 3,99 0,07 0,86

Contagem de células somaticas (células x 103/mL) 370,3 380,5 58,9 0,89



Escore de células somaticas 3,38

3,43

0,15

0,70
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XX: Sem inclusdo de aminoacidos; AA: com inclusdo de aminoacidos; EPM: erro padrdo da média.

2Numero de caseina: teor de caseina / teor de proteina bruta do leite.
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TABELA 4.7 - EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS SEM E COM ADI(}:&O DE AMINOACIDOS PROTEGIDOS DA DEGRADACAO RUMINAL SOBRE
PARAMETROS METABOLICOS E ZOOTECNICOS DE VACAS EM LACTACAO.

(continua)
Variavel XX AA EPM P
Proteinas séricas totais (g/dL) 8,67 8,41 0,07 <0,01
Albumina sérica (g/dL) 3,65 3,63 0,02 0,44
Globulinas séricas (g/dL) 5,02 478 0,08 0,02
Nitrogénio ureico plasmatico (mg/dL) 11,63 11,73 0,20 0,61
Ureia plasmatica (mg/dL) 25,29 2550 0,44 0,61
Glicose plasmaética (mg/dL) 67,11 66,00 0,36 <0,01
Teor de creatinina urinaria (mg/dL) 56,9 58,1 1,31 0,42
Excrecao de creatinina (mmol/vaca/dia) 185,8 184.,6 1,20 0,15
Teor de ureia urinaria (mg/dL) 899,1 975,2 253 0,02
Teor de nitrogénio ureico urinario (mg/dL) 413,6 448.6 11,6 0,02
Teor de 4cido urico urinario (mg/dL) 235 29,3 0,64 <0,01
Producéo de urina (L/vaca/dia) 394 38,3 0,98 0,40
Excrecao de acido urico (mmol/vaca/dia) 53,3 64,8 1,55 <0,01
Excrecdo de alantoina (mmol/vaca/dia) 365,7 366,9 8,73 0,93
Relacéo excrecéo diaria de alantoina/creatinina 1,98 2,00 0,05 0,70
Excrecao de derivados de purinas (DP, mmol/vaca/dia) 4195 432.0 9,33 0,37
Proporcéo excrecao de alantoina/DP 0,87 0,84 0,01 <0,01
Proporcéo excrecao de acido urico/DP 0,13 0,15 0,01 <0,01
indice PDC?2 315,6 325,8 7,05 0,33

Relacéo excrecéo de purina/excrecdo de creatinina 2,27 2,36 0,05 0,24
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Peso vivo (kg/vaca) 7247 719,9 471 0,15
Escore de condicdo corporal 3,00 2,99 0,05 0,79
Ingestdo de matéria seca (IMS — FDNi, kg/vaca/dia) 28,0 30,0 0,86 0,14
IMS (alantoina, g/kg PV®7%) 157,4 165,0 460 0,26

XX: Sem inclusdo de aminoacidos; AA: com inclusdo de aminoacidos; EPM: erro padréo da média.

2[ndice PDC = {[(alantoina + acido trico)/creatinina] x PV®75}, IMS — FDNi: ingestdo de matéria seca estimada pela fibra em detergente neutro indigestivel.

4.3 3EFEITOS DA INTERACAO ENTRE O TEOR DE PROTEINA BRUTA NA DIETA E FORNECIMENTO OU NAO DE
AMINOACIDOS PROTEGIDOS RUMINALMENTE

A interacéo entre o teor de PB da dieta com a suplementagdo ou ndo de AA resultou, quanto a producdo e composicao do
leite, apenas em tendéncia a reducdo do ECS (3,35 vs. 3,64 vs. 3,42 vs. 3,23, respectivamente para os grupos BP sem adi¢cé&o de

AA, BP com AA, AP sem adicéo de AA e AP com adic&o de AA, P=0,07), conforme apresentado na Tabela 4.8.
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TABELA 4.8 — EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS COM DOIS TEORES DE PBOTEiNA BRUTANADIETA, SEME COM ADICAO DE AMINOACIDOS
PROTEGIDOS DA DEGRADACAO RUMINAL SOBRE PARAMETROS DE PRODUCAO E COMPOSICAO DO LEITE DE VACAS EM LACTACAO.

(continua)
Variavel BPXX BPAA APXX APAA EPM P
Producéo de leite (kg/vaca/dia) 41,9 42,6 423 42,3 0,54 0,50
Producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura (kg/vaca/dia) 41,9 42,2 42 1 42,3 0,54 0,91
Producéo de leite corrigida para energia (kg/vaca/dia) 42,5 42,9 42,9 43,0 0,52 0,77
Excrecao de energia no leite (Mcal/vaca/dia) 28,9 29,0 291 29,2 0,35 0,86
Teor de gordura no leite (%) 3,50 3,45 3,47 3,48 0,04 0,33
Producao de gordura no leite (kg/vaca/dia) 1,46 1,46 1,46 1,47 0,02 0,78
Teor de proteina no leite (%) 3,27 3,27 3,33 3,31 0,02 0,60
Producéo de proteina no leite (kg/vaca/dia) 1,37 1,39 1,41 1,40 0,02 0,39
Teor de caseina no leite (%) 2,47 2,48 2,53 2,52 0,02 0,63
Producéo de caseina no leite (kg/vaca/dia) 1,03 1,05 1,07 1,06 0,01 0,42
Numero de caseina? 0,75 0,75 0,76 0,76 0,01 0,91
Teor de lactose no leite (%) 469 4,65 4 67 4,67 0,01 0,16
Producéo de lactose no leite (kg/vaca/dia) 1,97 1,98 1,98 1,98 0,02 0,77
Teor de extrato seco total no leite (%) 12,48 12,37 12,50 12,50 0,06 0,24
Producéo de extrato seco total no leite (kg/vaca/dia) 5,23 5,26 5,29 5,29 0,06 0,79
Teor de nitrogénio ureico no leite (NUL, mg/dL) 11,85 11,80 14,50 14,40 0,23 0,86
Excrecao de nitrogénio ureico no leite (g/vaca/dia) 5,01 5,03 6,21 6,13 0,13 0,60
Excrecdo de NUL/producéo de proteina no leite (g/kg) 3,63 3,62 4,37 4,36 0,07 0,99

Contagem de células somaticas (células x 103/mL) 381,90 407,65 358,72 353,36 58,94 0,83
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Escore de células somaticas (ECS) 3,35 3,64 3,42 3,23 0,15 0,07

'BPXX: Baixa proteina sem inclusdo de aminoacidos; BPAA: Baixa proteina com inclusdo de aminoacidos; APXX: Alta proteina sem inclusdo de
aminoacidos; APAA. Alta proteina com inclusdo de aminoéacidos; EPM: erro padrdo da média.

2Numero de caseina: teor de caseina / teor de proteina bruta do leite.

Quanto aos parametros sanguineos e urinarios (Tabela 4.9), houve tendéncia sobre o teor de creatinina urinaria (59,12 vs.

63,25 vs. 54,65 vs. 53,12 mg/dL, respectivamente para os grupos BP sem adicédo de AA, BP com AA, AP sem adicdo de AA e AP

com adicdo de AA, P=0,08). Ja para produgao de urina, houve efeito significativo e o menor volume observado foi para o grupo BPAA

(38,97 vs. 34,63 vs. 39,89 vs. 41,99 L/vacaldia, respectivamente para os grupos BP sem adi¢ao de AA, BP com AA, AP sem adicao
de AA e AP com adi¢cdo de AA, P=0,01).

A IMS, estimada pelo FDNI, apresentou tendéncia a significancia (29,7 vs. 29,5 vs. 26,2 vs. 30,5 kg/vacaldia, respectivamente

para os grupos BP sem adicdo de AA, BP com AA, AP sem adicao de AA e AP com adigao de AA, P=0,10).
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TABELA 4.9 — EFEITO DO FORNECIMENTO DE DIETAS COM DOIS TEORES DE PROTEINA BRUTANADIETA, SEME COM ADIQAO DE AMINOACIDOS
PROTEGIDOS DA DEGRADACAO RUMINAL SOBRE PARAMETROS METABOLICOS E ZOOTECNICOS DE VACAS EM LACTACAO.

(continua)
Variavel BPXX BPAA APXX APAA EPM P
Proteinas séricas totais (mg/dL) 8,80 8,48 8,53 8,33 0,07 0,47
Albumina sérica (mg/dL) 3,61 3,60 3,70 3,65 0,02 0,55
Globulinas séricas (mg/dL) 5,20 4,89 484 468 0,08 0,40
Nitrogénio ureico plasmatico (mg/dL) 10,06 10,37 13,20 13,09 0,20 0,28
Ureia plasmatica (mg/dL) 21,88 22,53 28,70 28,46 0,44 0,28
Glicose plasmatica (mg/dL) 67,16 65,50 67,06 66,49 0,36 0,17
Teor de creatinina urinaria (mg/dL) 59,12 63,25 54,65 5312 1,31 0,08
Excrecao de creatinina (mmol/vaca/dia) 184,60 184,64 187,03 184,50 1,21 0,12
Teor de ureia urinaria (mg/dL) 786,40 910,32 1012,00 1040,22 25,33 0,16
Teor de nitrogénio ureico urinario (mg/dL) 361,75 418,75 465,50 478,50 11,65 0,16
Teor de 4cido urico urinario (mg/dL) 23,00 29,90 2410 28,80 0,64 0,30
Producéo de urina (L/vaca/dia) 38,972 34,63 39,892 41,992 0,98 0,01
Excrecao de acido arico (mmol/vaca/dia) 49,40 60,70 57,21 69,02 1,55 0,91
Excrecéo de alantoina (mmol/vaca/dia) 360,50 359,14 371,00 374,70 8,73 0,85
Relacéo excrecéo diaria de alantoina/creatinina 1,96 1,96 2,00 2,05 0,05 0,67
Excrecao de derivados de purinas (DP, mmol/vaca/dia) 410,01 420,05 429,00 443,92 9,33 0,86
Proporcéo excrecao de alantoina/DP 0,88 0,85 0,86 0,84 0,01 0,66
Proporcéo excrecao de acido urico/DP 0,12 0,15 0,14 0,16 0,01 0,66

indice PDC 309,04 316,70 322,20 334,91 7,05 0,80
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Relacéo excrecéo de purina/excrecdo de creatinina 2,23 2,29 2,30 2,42 0,05 0,66
Peso vivo (kg/vaca) 719,93 720,22 729,54 719,63 471 0,12
Escore de condicdo corporal 2,95 2,96 3,06 3,03 0,06 0,74
Ingestdo de matéria seca (IMS — FDNi, kg/vaca/dia) 29,7 29,5 26,2 30,5 0,86 0,10
IMS (alantoina, g/kg PV®7%) 153,99 158,97 160,92 170,87 460 0,71

BPXX: Baixa proteina sem inclusio de aminoacidos; BPAA: Baixa proteina com incluséo de aminoacidos; APXX: Alta proteina sem inclusio de
aminoacidos; APAA. Alta proteina com inclusdo de aminoéacidos; EPM: erro padrdo da média.

?[ndice PDC = {[(alantoina + acido trico)/creatinina] x PV®75}; IMS — FDNi: ingestdo de matéria seca estimada pela fibra em detergente neutro indigestivel.

4.4 DISCUSSAO

Nao se observou efeito de nenhum dos tratamentos testados sobre variaveis zootécnicas relacionadas a producao de leite,
como a propria producgao de leite e as produgdes de leite corrigidas para 3,5% de gordura e para energia, tanto para o teor da PB,
quanto para a suplementacao ou nao de AA (P>0,10). Portanto, o uso de menor teor de PB na dieta n&o limitou a produc¢ao de leite
no presente experimento.

A média inicial de 155,8 + 66 dias em lactacdo demonstra que havia animais com DEL avanc¢ado e que isso pode ter

contribuido para a auséncia de resposta em producédo de leite, ao maior teor de PB na dieta e a suplementacéo de AA.
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Zanton (2016) comparou, em uma meta-analise, o efeito do delineamento
experimental sobre algumas variaveis em experimentos mensurando teores de PB na
dieta. Na média, vacas em experimentos com delineamento continuo tiveram DEL
inicial menor, estiveram em tratamento por mais tempo e produziram maior quantidade
de leite e de proteina no leite do que vacas em delineamentos com mudancas de
grupos. As respostas ao aumento da PB na dieta, na meta-analise, foram: aumento
da ingestdo de MS, aumento da producdo de leite, aumento da produgéo de
componentes, maior eficiéncia alimentar e maior eficiéncia de utilizacéo de nitrogénio.
Segundo o autor, a interacdo entre a PB da dieta e os efeitos de delineamento nao
mostraram significancia para producéo de proteina e de gordura. Portanto, deve-se
avaliar as caracteristicas dos animais para realizacdo de experimento em quadrado
latino para estudos de metabolismo proteico, especialmente quanto aos dias em
lactac@o e sua homogeneidade no rebanho.

Bahrami-Yekdangi et al. (2014) observaram que a reducéo do teor de PB na
dieta ndo limitou a producéo de leite, gordura e proteina, comparando-se o controle
(18% PB) com teores descrescentes de PB, até 15,6%), assim como observado neste
trabalho. Frank e Swesson (2002) relataram que houve diferenga na producéo de leite,
ao comparar tratamentos com 13,1 € 17,0% PB. Proteina dietética abaixo de 15%
deprimiu a producéo de leite, porém nao houve beneficio para teores acima de 17%
(GROFF; WU, 2005). Desta forma, os teores de PB dietética praticados neste estudo
estavam proximos aos valores descritos pela literatura como ndo impactantes em
producdo de leite, mas préximos aos encontrados comumente em rebanhos
comerciais.

A resposta observada em aumento dos teores de proteina (P<0,01) e de
caseina no leite (P<0,01) para o grupo com maior teor de PB pode indicar que o
balanco de PM de fato estava deficiente nas dietas de menor teor proteico. Kalscheur
et al. (2006) avaliaram dietas com PDR abaixo dos teores recomendados pelo NRC
(2001) e observaram reduc¢ado da producédo de leite, gordura e proteina no leite,
indicativos de PDR insuficiente para o crescimento microbiano, o que pode ter ocorrido
no presente trabalho, na dieta com menor PB. Os autores afirmaram ainda que,
conforme o teor de PDR aumentou, as concentracbes de NUL aumentaram

linearmente e a eficiéncia de converséao de N dietético em N do leite reduziu-se.



88

No presente experimento demonstrou-se que parte do N fornecido nas dietas
de maior teor proteico foi excretado pelas vacas, visto que o NUL, tanto em mg/dL
(11,8 vs. 14,4 mg/dL, P<0,01), como excrecdo diaria — em g/vacaldia (5,02 vs. 6,16
g/vacal/dia, P<0,01) e também em func¢do da proteina no leite (3.,62 vs. 4,36 g/kg,
P<0,01), aumentou. Na formulacao das dietas, objetivou-se manter os teores de amido
semelhantes entre os tratamentos e, deste modo, pode ter havido excesso de N
amoniacal ou insuficiéncia de cadeias de carbono para a sintese de proteina
microbiana, o que resultou na excre¢do deste excesso de N.

Barros et al. (2017) avaliaram o efeito de redu¢des drasticas da PB para vacas
em final de lactagdo, variando de 16,2 até 11,8% PB. Nestas condi¢des, observaram
reducgdes lineares da ingestdo de MS, do teor de NUL e da excregao de NUL diario.
Respostas lineares e quadraticas foram observadas para produgao de leite, produgao
de leite corrigida para gordura e proteina e para produgdo de leite corrigida para
energia. Como os teores praticados no presente experimento foram mais moderados,
nao se observaram efeitos t&o drasticos.

Para as dietas com maior teor de PB, foi observado aumento no teor de N
ureico plasmatico (10,22 vs. 13,16 mg/dL, P<0,01) e N ureico urinario (P<0,01), entre
outros parametros semelhantes analisados. Os niveis de uréia plasmatica s&o
afetados pelo nivel nutricional, sendo a uréia um indicador sensivel e imediato da
ingestao de proteinas, como ocorreu na dieta de alta PB. Ao contrario, a albumina
plasmatica é um indicador em longo prazo do status protéico (GONZALEZ:
SCHEFFER, 2003) e o resultado obtido foi de maior concentragéo para o grupo da
dieta de maior proteina (P=0,02). Portanto, provavelmente houve excesso de N-
amoniacal no rumen neste grupo, que foi direcionado ao figado, convertido em ureia,
langado na corrente sanguinea e, em seguida, excretado, tanto via urina, quanto via
leite. Este resultado contraria o observado por Bahrami-Yekdangi et al. (2014), que
nao detectaram nenhuma alteragcio nos teores plasmaticos ao variarem os teores de
PB na dieta. Ja Hynes et al. (2016) observaram r = 0,79 para a relagéo entre o NUL
(mg/dia) e excrecao de N urinario. Este aumento da excrecao de N via urinaria pode
ter contribuido para o aumento da producdo de urina (36,8 vs. 40,9 L/vaca/dia,

P<0,01), observado na dieta de alta proteina no presente experimento.
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A excrecao de derivados de purina (DP) pode ser usada como indicador da
quantidade de proteina microbiana produzida no rumen. DP s@o os produtos da
degradacao de acidos nucleicos e, como a grande maioria dos acidos nucleicos que
alcangcam o intestino de um ruminante origina-se de microrganismos ruminais, ha uma
relacdo segura entre a quantidade de purinas e o fluxo microbiano do rumen (CHEN;
GOMES, 1992). O maior valor observado para excre¢éo de acido urico (55,0 vs. 63,1
mmol/vacal/dia, P<0,01) para o grupo AP indica que pode ter havido maior producao
de proteina microbiana neste tratamento. Isso seria coerente com a observacéo do
maior teor de proteina no leite para este grupo.

O indice PDC é uma alternativa para se estimar a producéo diaria de DP, que
ajusta para o volume diario de producgao de urina e para as diferencas de tamanho do
animal, ao considerar o PV%7, visto que a creatinina tem sido estimada como uma
funcdo constante da massa corporal metabdlica e, portanto, pode ser usada como um
marcador para volume urinario. Portanto, neste trabalho, o indice PDC mostra que os
valores aqui observados estdo proximos aos descritos por Dorea et al. (2017), ainda
que nao tenha havido diferenga entre os fatores avaliados (P>0,10).

Observou-se tendéncia em melhor ECC nas vacas com maior PB dietética
(P=0,06), ao oposto de Bahrami-Yekdangi et al. (2014), que n&o observaram qualquer
efeito do teor de PB sobre ECC ou mesmo sobre o peso vivo dos animais. Esta
tendéncia poderia ser entendida como um possivel maior aporte de energia nas dietas
de AP, pelo desaminacdo de AA e sua utilizagdo como fonte de energia, via
gliconeogénese, que poderia contribuir para o melhor balango energético e,
consequentemente, maior ECC.

Quanto a suplementacéo de AA protegidos da degradagéo ruminal, n&o houve
efeito sobre a producédo e composicédo do leite (P>0,10), exceto pela tendéncia a
reducado da lactose no grupo suplementado (P=0,08). Lean et al. (2018) n&o
observaram efeito da Lys sobre a producdo de leite, em meta-analise sobre o
desempenho da suplementacdo de AA, mas encontraram associagao com His, Leu,
triptofano (Trp), treonina (Thr) e AANE. Estes autores citaram que a ndo resposta a
suplementacdo de um AA pode ocorrer pela necessidade de outro, limitante, que nao
tenha sido devidamente identificado e, portanto, comprometeu a resposta em

producao de leite ou de seus componentes. Patton (2010) ndo observou efeito do teor
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de PB da dieta sobre a produc¢éo de proteina verdadeira no leite, em uma metanalise
para avaliar dois produtos comerciais a base de MPR, assim como o observado neste
trabalho. Giallongo et al. (2016) n&o observaram efeito da suplementacéo de
diferentes AA, com variacGes na quantidade de PM, sobre o teor ou producéo de
lactose.

Houve efeito da suplementacéo de AA sobre a glicemia plasmatica, com maior
valor para o grupo nao suplementado (67,11 vs. 66,00 mg/dL, P<0,01). Giallongo et
al. (2016), ao avaliar o efeito da suplementacdo de Lys, Met e His, em dietas
deficientes ou ndo em PM, observaram maiores concentragdes de glicose plasmatica
quando da suplementacéo de Lys, em dietas intencionalmente deficientes em PM.
Uma possivel explicacéo para o resultado observado no presente estudo seria 0 maior
gasto energético para excrecédo de N no grupo suplementado, visto que o valor de N
ureico urinario também estava aumentado (respectivamente para 0s grupos nao
suplementado e suplementado 413,6 vs 448,6 mg/dL, P=0,02).

Lee et al. (2015) observaram maiores teores de N ureico urinario em dieta
com adequada PM, quando comparada com dietas deficientes em PM, mas
suplementadas com Lys, Met e uma combinacdo de ambos os AA. Assim, 0s
resultados observados neste trabalho sugerem que ao menos parte dos AA fornecidos
foram absorvidos, metabolizados no figado e sua fragdo nitrogenada convertida em
ureia, para excrecao subsequente.

Como os teores de acido urico urinario (23,5 vs. 29,3 mg/dL, P<0,01), de
excrecao de acido urico (53,3 vs. 64,8 mmol/vacal/dia, P<0,01) e proporcéo de acido
urico em relagéo aos DP estavam aumentados no grupo suplementado (0,13 vs. 0,15,
P<0,01). Lee et al. (2015) n&o encontraram efeito do fornecimento de dieta adequada
em PM vs. dieta deficiente em PM, associada com a suplementacdo com Lys, Met e
uma combinacdo de ambos os AA sobre a concentracdo de acido Urico na urina.
Porém, observaram maiores concentragdes de alantoina urinaria no grupo com dieta
de adequada PM e no de dieta deficiente em PM, mas suplementada com Lys. Neste
presente trabalho, n&o houve efeito da suplementacao de AA sobre a concentracao

de alantoina urinaria (P>0,10).
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4.5 CONCLUSOES

Nao houve efeito do teor de PB dietética sobre a producéo de leite € producéo
de seus componentes. Portanto, nas condigdes do experimento, a utilizacado do menor
teor de PB e sem suplementacé&o de Lys e Met foi mais apropriada. O elevado dias
médios em lactacéo das vacas do experimento pode ter contribuido para a auséncia
de resposta em produc¢ao, em razdo do menor aparato hormonal para tanto.

O maior teor de PB dietética resultou em aumento teores de proteina e
caseina no leite, mas também resultou em aumento do catabolismo de nitrogénio
ruminal, com consequente aumento da excrecdo de N ureico no leite e na urina e esta
maior excrecao de N resultou em aumento da producéo de urina. Conclui-se que o
aumento do teor de PB na dieta resultou em maior excrecdo de N. Houve indicagao
de maior fluxo microbiano nas dietas com maior teor de PB, pelo aumento da excrecao
de acido urico.

A suplementacdo de lisina e metionina protegidas da degradacdo ruminal e
sua interacdo com o teor de PB da dieta n&o resultaram em aumento da producéo de
leite, nas condi¢cbes deste experimento. Houve aumento da excrecdo de N urinario e
de acido urico com o fornecimento dos AA.

Novos estudos s&o necessarios para se entender melhor o efeito da
suplementacdo de AA protegidos para vacas em lactacdo, especialmente na variacao

de proteina bruta dietética avaliada no presente trabalho.

4.6 REFERENCIAS

ASSOCIATION OF OFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis of AOAC International, 18 ed., 2007a, method 936.15 (4.1.06)

ASSOCIATION OF OFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis of AOAC International, 18 ed., 2007b, method 942.05 — Ash of animal
feed (4.1.10)



g2

ASSOCIATION OF OFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis of AOAC International, 18 ed., 2007c, method 920.39 — Fat (crude) or
ether extract in animal feed (4.5.01)

ASSOCIATION OF OFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis of AOAC International, 18 ed., 2007d, method 973.18 — Fiber (acid
detergent) and lignin (K2SQO4) in animal feed (4.6.03)

BAHRAMI-YEKDANGI, H.; KHORVASH, M.; GHORBANI, G. R.; ALIKHANI, M_;
JAHANIAN, R.; KAMALIAN, E. Effects of decreasing metabolizable protein and
rumen-undegradable protein on milk production and composition and blood
metabolites of Holstein dairy cows in early lactation. J. Dairy Sci., v.97, n.6, p.3707-
3714, 2014.

BARROS, T.; QUAASSDORFF, M. A.; AGUERRE, M. J.; COLMENERO, J. J. O;
BERTICS, S. J.; CRUMP, P. M.; WATTIAUX, M. A. Effects of dietary crude protein
concentration on late-lactation dairy cow performance and indicators of nitrogen
utilization. J. Dairy Sci., v.100, n.7, p.5434-5448, 2017.

BENTLEY Instruments, Inc. Bentley Sistema Combinado 2300. Operator's
manual. Chaska: Bentley, 2007. 115p.

BOERMAN, J. P.; POTTS, S. B.; VANDEHAAR, M. J.; LOCK, A. L. Effects of partly
replacing dietary starch with fiber and fat on milk production and energy partitioning.
J. Dairy Sci., v. 98, p. 7264-7276, 2015.

CASALI, A.O.; DETMANN, E.; VALADARES FILHO, S.C.; PEREIRA, J.C.; CUNHA,
M.; DETMANN, K. S.C.; PAULINO, M.F. Estimacé&o de teores de componentes
fibrosos em alimentos para ruminantes em sacos de diferentes tecidos. R. Bras.
Zootec., v. 38, n. 1, p. 130-138, 2009.

CHEN, X. B.; GOMES, M. J. Estimation of microbial protein supply to sheep and
cattle based on urinary excretion of purine derivatives: An overview of
technical details. Int. Feed Res. Unit, Occasional Publ. Aberdeen: Rowett Research
Institute, 1992, 22p.



93

DOREA, J. R. R;; DANES, M. A. C.; ZANTON, G. |.; ARMENTANO, L. E. Urinary
purine derivatives as a tool to estimate dry matter intake in cattle: A meta-analysis. J.
Dairy Sci., v.100., p. 8977-8994, 2017.

E. MERCK AG. Métodos complexiometricos de valorizacion com Titriplex. 3 ed.
Ed. Darmstadt. Alemanha, p. 25. s.d.

FRANK, B.; SWENSSON, C. Relationship Between Content of Crude Protein in
Rations for Dairy Cows and Milk Yield, Concentration of Urea in Milk and Ammonia
Emissions. J. Dairy Sci., v.85,n.7, p. 1829-1838, 2002.

GIALLONGO, F.; HARPER, M.T.; OH, J.; LOPES, J.C.; LAPIERRE, H.; PATTON,
R.A.; PARYS, C.; SHINZATO, I|; HRISTOV, A.N. Effects of rumen-protected
methionine, lysine, and histidine on lactation performance of dairy cows. J. Dairy
Sci., v.99, n.6, p. 4437-4452, 2016.

GONZALEZ, F.H.D.; SCHEFFER, J.F.S. Perfil sanguineo: ferramenta de analise

clinica, metabdlica e nutricional. In: GONZALEZ, F.H.D.; CAMPOS, R. (Eds): Anais
do primeiro Simpésio de Patologia Clinica Veterinaria da Regido Sul do Brasil.
Porto Alegre: Grafica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, p.73-89, 2003.

GROFF, E. B.; WU, Z. Milk production and nitrogen excretion of dairy cows fed
different amounts of protein and varying of alfalfa and corn silage. J. Dairy Sci., v.88,
p. 3619-3632, 2005.

HORST, J.A. Manual de operac¢bes de campo. Curitiba: APCBRH, vers&o 8.0, s.d.

HYNES, D. N.; STERGIADIS, S.; GORDON, A.; YAN, T. Effects of crude protein
level in concentrate supplements on animal performance and nitrogen utilization of
lactating dairy cows fed fresh-cut perennial grass. J. Dairy Sci., v.99, n.10, p. 8111-
8120, 2016.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos.
4 ed. Sao Paulo, 2005, p. 748.



94

KALSCHEUR, K. F.; BALDWIN VI, R. L.; GLENN, B. P.; KOHN, R. A. Milk
Production of Dairy Cows Fed Differing Concentrations of Rumen-Degraded Protein.
J. Dairy Sci., v.89, p. 249-259, 2006.

LEAN, I.J.; DE ONDARZA, M.B.; SNIFFEN, C.J.; SANTOS, J.E.P.; GRISWOLD, KE.
Meta-analysis to predict the effects of metabolizable amino acids on dairy cattle
performance. J. Dairy Sci., v.101, p. 340-364, 2018.

LEE, C.; GIALLONGO, F.; HRISTOV, A.N.; LAPIERRE, H.; CASSIDY, T.W.;
HEYLER, K.S.; VARGA, G.A.; PARYS, C. Effect of dietary protein level and rumen-
protected amino acid supplementation on amino acid utilization for milk protein in
lactating dairy cows. J. Dairy Sci., v.98, n.3, p. 1885-1902, 2015.

LEONARDI, C.; STEVENSON, M.; ARMENTANO, L.E. Effect of Two Levels of Crude
Protein and Methionine Supplementation on Performance of Dairy Cows. J. Dairy
Sci., v.86, p. 4033-4042, 2003.

LIRA, F.R.A. Determinag¢do da concentragao de nitrogénio uréico no plasma
como ferramenta auxiliar no manejo sustentavel em rebanhos leiteiros
sergipanos. Dissertacdo de mestrado. Universidade Federal de Sergipe. S&o
Cristovéo. p.28, 2011.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL — NRC. Nutrient Requirements of Dairy cattle.
Washington, DC: Natl. Acad. Sci., 7 ed., 2001.

PATTON, R.A. Effect of rumen-protected methionine on feed intake, milk production,
true milk protein concentration, and true milk protein yield, and the factors that
influence these effects: A meta-analysis. J. Dairy Sci., v.93, n. 5, p. 2105-2118,
2010.

SAS INSTITUTE. SAS User’s Guide: Statistics. Cary, NC: SAS Inst. Inc., 8 v.,
2000.

SILVA, D.J; QUEIROZ, A.C. Analise de alimentos — Métodos quimicos e
biolégicos. 3 ed., Vigosa: Ed. UFV., 2006, p.23-29.



g6

VALADARES, R.F.D.; BRODERICK, G.A.; VALADARES FILHO, S.C.; CLAYTON,
M.K. Effect of replacing Alfalfa silage with high moisture corn on ruminal protein

synthesis estimated from excretion of total purine derivatives. J. Dairy Sci., v.82, p.
2686-2696, 1999.

VALADARES FILHO, S.C.; SILVA, J.F.C.; LEAO, M.1. et al. Oxido créomico e lignina
na determinagéo dos fluxos de matéria seca em bovinos e bubalinos. Rev. Soc.
Bras. Zoot., v.14, n.5, p.565-574, 1985.

VAN SOEST, P.J.; ROBERTSON, J.B.; LEWIS, B.A. Methods for dietary fiber,
neutral detergent fiber and non-starch polysaccharides in relation to animal nutrition.
J. Dairy Sci., v.74, p.3583-3597, 1991.

VYAS, D.; ERDMAN, R.A. Meta-analysis of milk protein yield responses to lysine and
methionine supplementation. J. Dairy Sci., v.92, p. 5011-5018, 2009.

WILDMAN, E.E.; JONES, G.M.; WAGNER, P.E.; BOMAN, R.L. A Dairy Cow Body
Condition Scoring System and Its Relationship to Selected Production
Characteristics. J. Dairy Sci., v.65, p. 495-501, 1982.

YOUSEF, M.K. In: Basic principles. Stress physiology in livestock., v.1 Boca
Raton: CRC Pres, 1985.

ZANTON, G.1. Analysis of production responses to changing crude protein levels in
lactating dairy cow diets when evaluated in continuous or change-over experimental
designs. J. Dairy Sci., v.99, n.6, p. 4398-4410, 2016.



96

5 CONSIDERAGOES FINAIS

A questio central do trabalho € a melhora da eficiéncia do uso de N, ainda
que isso nao tenha sido mensurado diretamente. No primeiro experimento, atendeu-
se as exigéncias de PM que eram o objetivo para aquele teor de producéo, mas o
aumento da concentracéo de Lys e Met como porcentagem da PM n&o resultou em
aumento de produ¢do ou composi¢do do leite. Houve reduc¢ao da digestao da dieta no
trato total, reducéo da ingestéo de MS e da sintese de proteina microbiana. A menor
digestibilidade da FDN e menor ingestdo de MS sugerem um efeito negativo dos
suplementos de AA na fungdo ruminal, possivelmente mediada por mecanismos
diretos dos aminoacidos sobre a producao de proteina microbiana.

A reducgéo do fornecimento de AA microbiano ao intestino delgado pode ter
encoberto um possivel efeito positivo da suplementacao de AA sobre o desempenho
da lactacdo. Manter a sintese microbiana ruminal parece ser essencial para a
deteccado de um efeito positivo de suplementos de AA protegidos da degradacao
ruminal, especialmente em dietas que dependem de uma grande proporgcao de AA
microbianos para o fornecimento de AA metabolizaveis. Neste caso, a reducio da
sintese de proteina microbiana pode ter induzido a uma deficiéncia de AA de cadeia
ramificada no plasma, tornando-os mais limitantes a sintese de proteina pela glandula
mamaria do que a Lys e a Met.

No segundo experimento, idealizado a partir do resultado do primeiro,
objetivou-se variar a PB da dieta, buscando-se possivel efeito da interagdo entre PB
dietética e suplementacao de AA protegidos da degradagao ruminal. Nao houve efeito
do teor de PB dietética, da suplementacédo de AA protegidos da degradac¢&o ruminal
e tampouco da interacdo entre ambos sobre a producéao de leite.

O aumento do teor de PB da dieta resultou em aumento da excrecéo de N
pelos animais via leite e via urina, sem beneficios a produgéo de leite ou a produg¢éo
de componentes do leite, embora tenha havido resposta em teor de proteina total do
leite € no teor de caseina.

A suplementacdo de uma propor¢éo fixa de AA na PM também néo resultou

em resposta na producgédo de leite ou em componentes do leite. Pode ter havido um
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efeito negativo do DEL médio elevado dos animais ou talvez da existéncia de outros

AA limitantes.

5.1 RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para maior seguranca de eventuais experimentos futuros neste tema, sugere-
se melhorar os mecanismos de mensuracdo ou estimativa da ingestdo de matéria
seca e 0s possiveis impactos dos tratamentos experimentais sobre esta variavel.

Também se torna imprescindivel a mensuracédo precisa da eficiéncia de
utilizacdo de N pelos animais, incluindo-se as mensuragdes de excrecdo fecal.
Sugere-se, ainda, a avaliacdo do possivel efeito da suplementacdo de outros

aminoacidos, especialmente no terco inicial de lactacdo.
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ANEXO A - PARECER DE PROTOCOLO CEUA PUCPR

Pontificia Universidade Catélica do Parani
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

GRUPG MARISTA

Curitiba, 12 Gvembro de 2015.
PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA
REGISTRO DO PROJETO: 1000 ~ 12 versio

TITULO DO PROJETO: Desempenho de vacas leiteiras suplementares com lisina e metionina protegidas da
degradag&o ruminal em dois niveis de proteina bruta dietética.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: André Ostrensky
EQUIPE DE PESQUISA: Rodrigo de Almeida, Deivid Roni Ribeiro, Alceu Miguel Grebogi, Rebeca Mayre de Jesus,

Giancarlo Negro

INSTITUICAO

Pontificia Universidade Catélica do Parana

ESCOLA / CURSO:

Escola de Ciéncias Agrarias e Medicina Veterinaria / Doutorado

VIGENCIA DO PROJETO | 11/2015 a 07/2016 QUANTIDADE DE ANIMAIS 36

ESPECIE/LINHAGEM | Bos taurus (Bois) B i Nao se aplica
IDADE / PESO 27 268 meses / 585 a 851kg gfmﬁﬁﬁfm;ﬁﬂﬁfm‘\xom’”’°°5 Nao se aplica
ORIGEM DO ANIMAL | FEGA it o SR Nao se aplica

O colegiado do CEUA certifica que este protocolo que envolve a produggo, manutengéo elou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794/2018 e Decreto n® 6.899/2009, e com as normas editadas pelos CONCEA (Conselho Nacional de Controle
da Experimentac&o Animal) e foi APROVADO pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da PUCPR em reunido de 24.09.2015.

Se houver mudanca do protocolo o pesquisador deve enviar um relatério ao CEUA-PUCPR descrevendo de forma clara e
sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicbes, cabe ao pesquisador n&o inici4-la antes de receber a
autorizagdo formal para a sua realizaggo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo
responsavel da instituicio e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em
quaiquer tempo.

Lembramos ao pesquisador que & obrig

torio encaminhar o relatério anual parcial e relatorio final da pesquisa a este CEUA.
Atenciosamente,

Prof. Dra. Marta Luciane Fischer ‘
Coordenadora - Comité de Etica noy '«~@: Animais

Rua Imaculada Conceigio, 1155 Prado Velho CEP 80.21 5-901 Curit;

Telafana: (41X 2971 AM0A ceno.
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