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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a suplementagédo de lisina e metionina em
associacdo ou ndo ao 6leo de soja na dieta de vacas leiteiras e seus efeitos sobre a producéo e
a composicéo do leite.

Doze vacas holandesas foram distribuidas em quadrado latino 4x4, com
quatro periodos experimentais, consecutivos, de 21 dias cada. As dietas experimentais foram
O+LM (dieta acrescida de 6leo de soja, lisina e metionina misturados na dieta total), OLM
(dieta com o complexo 6leo de soja/lisina e metionina fornecido separadamente da dieta
total), OS (dieta acrescida de dleo de soja fornecido separadamente da dieta total) e LM (dieta
acrescida de lisina e metionina fornecidos separadamente da dieta total).

A producdo de leite, de proteina e de gordura ndo foram afetadas pela adicéo
de lisina e metionina associados ou ndo com 6leo de soja. O percentual de gordura do leite, a
producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura e a producgdo de leite corrigida para so6lidos
totais reduziram com a adicdo de 6leo de soja na dieta. O percentual de proteina aumentou
0,14% (P < 0,05) com a adicdo de 6leo na presenca de lisina e metionina na dieta. A excrecao
de derivados de purina reduziu com a adicdo de 6leo na presenca de aminoacido em 1,47
mmol/l (P < 0,05). A diferenca arteriovenosa de glicose diferiu em 2,58 mg/dl (P < 0,05)
entre os tratamentos OS e LM.

Os resultados sugerem efeito protetor do complexo 6leo/lisina e metionina

da degradacdo ruminal na condi¢do experimental proposta.

Palavras-chave: Lisina, metionina, complexo 6leo de soja/lisina e metionina.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of lysine and
methionine supplementation with or without soybean oil in the diet of dairy cows on milk
production and composition.

Twelve Holstein cows were randomly distributed in a 4x4 latin squarein
four consecutive experimental periods of 21 days each. The experimental diets were O+LM
(diet with soybean oil, lysine and methionine added in the total mixed ration), OLM (diet with
complex soybean oil/ lysine and methionine provided as top dressed), OS (diet with soybean
oil provided as top dressed) and LM (diet with lysine and methionine provided as top
dressed).

The milk production, milk protein and milk fatproduction were not affected
by the addition of lysine and methionine in association or not with soybean oil in the diet. The
milk fat percentage, 3.5% fat-corrected milk and solids corrected milk were reduced with
increasing soybean oil in the diet. The milk protein percentage increased in 0.14% (P < 0.05)
when soybean oil was added to the diet in presence of the lysine and methionine. Excretion of
purine derivatives were reduced by the addition of soybean oil in the presence of amino acids
by 1.47 mmol/l (P< 0.05). The blood glucose concentration difference between coccygeal and
mammary vein showed 2.58 mg/dl reduction for OS compared to LM (P < 0.05).

The results suggest protection effect of oil/lysine and methionine complex

from the rumen degradation in this experimental condition.

Key-words: Lysine, methionine, soybean oil/lysine e methionine complex.
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1. INTRODUCAO

O agronegacio do leite no Brasil vem sofrendo grandes transformacdes nos
ultimos anos e tem-se observado grande esfor¢o, por parte do governo, empresas e produtores
em proporcionar melhor qualidade do leite produzido. A industria de produtos lacteos tem
demonstrado grande interesse ndo s6 no volume, mas também na composicdo do leite,
visando sempre o maior rendimento das matérias primas. Dessa forma, programas de
pagamento por qualidade de leite vém se ajustando ao mercado, sendo a proteina, o item mais
valorizado. Esses programas de pagamento receberam maior atengdo no Brasil apds a criacdo
do Conselho Nacional de Qualidade do Leite (Madalena, 2000).

Vérios fatores como a genética, salde das vacas, ambiente, estadio de
lactacdo e dieta podem influenciar a producéo e o percentual de proteina do leite. No entanto,
a nutricdo, em curto prazo, é a principal ferramenta parase tentar modular a composic¢éo do
leite.

O fornecimento de proteina em quantidade e com qualidade adequada na
dieta de ruminantes foi, por muito tempo considerado pouco importante para 0s nutricionistas
de vacas de leiteuma vez que a proteina sintetizada pelos micro-organismos ruminais
possuiexcelente qualidade. A proteina microbiana é produzida em quantidade suficiente para
suprir parte das necessidades proteicas do ruminante.Segundo Virtanen (1966), pesquisas
conduzidas nos anos 60 mostraram que o rumen foi capaz de suprir toda a proteina necessaria
para a producdo de até 4500 kg de leite/lactacdo de vacas recebendo ureiacomo Unica fonte de
nitrogénio.

Como a quantidade de leite produzida por vaca esta aumentando, a
dificuldade em encontrar o requisito de nutrientes especificos também aumenta
consideravelmente.Assim, a preocupacdo com a qualidade da proteina ndo degradavel no
ramen ou proteina que escapa da fermentacdo ruminal com disponibilidade de aminoacidos
po6s ruminal também aumenta.

Para otimizar a produgdo e a composic¢ao do leite, os requisitos do animal
devem ser determinados e alcancados com o balanceamento detalhado efornecimento correto
da dieta. A fonte e a qualidade da proteina ndo degradavel no rimen e dos aminoacidos estdo
se tornando tdo importantes quanto a quantidade de alimento a ser ingerido pelo animal
(Brodericket al., 2008).
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Muitos esforgos tém sido concentrados em aumentar a quantidade de
aminoacidos disponiveis no intestino delgado de vacas leiteiras de alta producdo, para
permitir maior producdo de leite e, consequentemente, aumento da eficiéncia de utilizacdo e
reducdo da excrecdo de nitrogénio para o ambiente.

H& muitos anos é conhecido que os animais requerem dez diferentes
amino&cidos essenciais em suas dietas. Entre eles, destacam-se a lisina e a metionina como 0s
principais limitantes para a producéoe sintese de proteina do leite de vacas de alta producéo.

Uma das maneiras de aumentar o conteGdo de proteina do leite é
aumentando a quantidade de energia fermentavel na dieta dos animais. Atualmente,o
balanceamento de aminoacidos essenciais, como lisina e metionina, tem sido utilizado como
estratégia complementar ou alternativa.

O fornecimento de aminoacidos essenciais em dietas de ruminantes &
bastante discutido, ja queos micro-organismos presentes no ramen, reticulo e omaso
degradam parcialmente os ingredientes da dieta e os reutilizam para seu crescimento. Sendo
assim, os nutrientes entregues para absorcdo diferem daqueles presentes na dieta (Lapierre et
al., 2006). Além disso, os aminoacidos livres sdo rapidamente degradados no ambiente
ruminal (Rogers et al., 1987). O que ndo possibilita que a simples adi¢cdo de um aminoécido
na dieta seja opcdo eficiente para aumentar o fluxo de aminoacidos para o duodeno (Lapierre
et al., 2006).

O objetivo deste estudo foi avaliar a suplementacdo de lisina e metionina,
em associacdo ou ndo com o Oleo de soja, na dieta de vacas leiteiras e seus efeitos sobre a

producdo e composicédo do leite.

2. REVISAO DE LITERATURA

As fontes de proteina e aminoacidos adicionadas na dieta de ruminantes
precisam ter a composicdo e o mecanismo de degradacdo conhecidos para que sejam
utilizadas com méaxima eficiéncia.Proteinas e aminoacidos degradados e incorporados pela
microbiota ruminal originam a proteina microbiana, que compreende a maior parte da
proteina metabolizavel disponivel no intestino delgado dos ruminantes. O conhecimento da

guantidade e do perfil de aminoacidosque chegam ao intestino delgado é importante,
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principalmente quando se pretende alta producéo de leite, ja que a exigéncia desses animais é
por amino&cidos e ndo por proteina.

O fornecimento adequado de aminoacidos permite reduzir o percentual de
proteina bruta da dieta. Portanto, os aminoacidos incorporados a dieta devem ser protegidos
da degradacdo ruminal para estarem disponiveis em quantidade e qualidade suficiente no
intestino delgado e permitirem maior producao e sintese de proteina do leite.

Para suprir as exigéncias de aminoacidos do animal € necessario conhecer as

proteinas e os aminoacidos disponiveis nos alimentos fornecidos na dieta.

2.1 Proteinas e Aminoacidos

As proteinas sdo compostas de unidades formadoras, os aminoacidos,
unidos por ligacGes peptidicas. Apesar de ocorrerem na natureza aproximadamente trezentos
aminoacidos distintos, apenas vinte estdo presentes nas proteinas de micro-organismos,
plantas e animais. Esses vinte aminoacidos sdo requeridos principalmente para a sintese de
proteinas, podendo também ser utilizados como substratos glicogénicos e/ou cetogénicos.
Além da sintese de glicose e acidos graxos, 0os aminoacidos podem ser oxidados para a
producdo de energia (Santos, 2006).

Na nutricdo de ruminantes os aminoacidos sdo classificados como
aminoacidos essenciais e ndo essenciais. Os aminoacidos essenciais ndo sdo sintetizados pelo
organismo do animal ou sdo sintetizados em quantidades insuficientes para suprir as
exigéncias do mesmo. Dez aminodcidos sdo considerados essenciais para ruminantes:
arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e
valina(Alves, 2004).

Os aminoacidos ndo essenciais sdo aqueles que podem ser sintetizados pelo
tecido animal a partir de intermediarios do metabolismo, sendo 0s grupamentos amino
provenientes de aminoacidos excedentes. Dessa forma, esses aminoacidos podem ser
sintetizados também a partir de outros ndo essenciais ou mesmo de aminoacidos essenciais,
quando necessario (Alves, 2004).

Conhecer a constituicdo e a cinética de degradacdo das proteinas e dos
aminoéacidos dos alimentos se torna essencial para adequar a dieta e suprir as exigéncias do

animal.
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2.2 Degrada¢do Ruminal de Proteina e Aminoacidos

A proteina bruta contida nos alimentos dos ruminantes é composta por
fracdo de proteina degraddvel(PDR) e de ndo degradavel no ramen (PNDR) (NRC, 2001).
NorUmen, as proteinas da dieta sdo hidrolisadas através da acdo de enzimas secretadas pelos
micro-organismos  ruminais em  peptideos e  aminoacidos.  Espécies  de
Bacteroides,Butyrivibrio e Selenomonas parecem ser as mais potentes bactérias proteoliticas
no ramen. Os aminodcidos liberados a partir da degradacdo da proteina da dieta séo
incorporados a proteina microbiana ou podem também serem transformados em amonia e
esqueletos carbbnicos a partir da deaminacdo.As bactérias com maior atividade de
deaminacdo parecem ser Selenomonas ruminantium, Prevatela ruminocola, Megasphaera
elsdeniie algumas cepas de Butyrivibrio fibrosolvens (Chalupa, 1974).

Os micro-organismos ruminais utilizam peptideos, aminoacidos e amonia
para a sintese de proteina microbiana e multiplicacdo celular (Santos, 2006).A amonia
produzida no rimen a partir da deaminacéoeé utilizada como fonte de nitrogénio primario para
o0 crescimento bacteriano e pode ser utilizada para a sintese de aminoécidos(Chalupa, 1974).
A amdnia ndo utilizada é difundida para fora da célula e éabsorvida através da parede ruminal
para ser convertida em ureia pelo figado (Leonardi, 2001).

Os protozoarios representam consideravel porcdo da massa microbiana
ruminal e sdo ativos na degradacao de proteina, mesmo sendo menos humerosos. Na digestao
da proteina ocorre liberacéo de peptideos e estes sdo degradados a aminoéacidos livres que sdo
entdo incorporados na proteina dos protozoarios. Apesar de deaminarem 0s aminoacidos, 0s
protozodarios sdo incapazes de utilizar a amonia para a sintese de novos aminoacidos. A
contribuicdo dos fungos para a degradacédo de proteinas é considerada insignificante em razédo
da sua populacdo pequena no rimen (Santos, 2006).

Apesar da capacidade proteolitica dos micro-organismos ruminais,
guantidades de proteina ingerida sdo resistentes a degradacdo e escapam dorimen. A
quantificacdo de proteina dietética degradada no ramen é complicada devido a dificuldade de
distinguir entre proteina microbiana e dietética no rumen, abomaso ou digesta intestinal
(Chalupa, 1974). Além disso, a quantidade de proteina e aminoacidos que escapam da
degradacdo ruminal varia grandemente entre diferentes alimentos, dependendo da sua

solubilidade e da sua taxa de passagem para o intestino delgado (Kamalak et al., 2005).
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Alguns fatores contribuem diferentemente na aparente degradacdo ruminal
das proteinas, sendo os mais importantes a composicao fisica e quimica da proteina bruta, a
atividade proteolitica microbiana, o acesso microbiano a proteina, o pH ruminal, o
processamento do alimento e a temperatura ambiente (Santos, 2006).

Fatores conhecidos que influenciam o tempo de retencdo da proteina no
ramen incluem a quantidade de alimento ingerido, a gravidade especifica, o tamanho de
particula da dieta, a relacdo concentrado e volumoso e a taxa de degradacdo ruminal (Balch e
Campling, 1965, citado por Chalupa, 1974).

Quando a velocidade de degradacdo ruminal da proteina excede a
velocidade de utilizacdo dos compostos nitrogenados para a sintese microbiana, passa a existir
excesso de amodnia produzida no rdmen quepodera ser perdida via urina na forma de
ureia(Broderick, 2003).A baixa concentracdo de aminoacidos livres no rimenpode sugerir sua
rapida utilizacdo (Chalupa, 1974). Os peptideos e aminoacidos provenientes da degradacdo
ruminal da proteina e ndo incorporados nas células microbianas podem seguir para o duodeno
e serem absorvidos pelos ruminantes (Santos, 2006). As proteinas incorporadas as células
microbianas originam a proteina microbiana que supre parte da exigéncia proteica do

ruminante.

2.2.1 Proteina Microbiana

A proteina microbiana chega ao intestino do ruminante juntamente com a
proteina dietética ndo degradada no rumen e se torna fonte de aminoécidos paramantenca,
crescimento e producao de leite (Leonardi, 2001). Entre 50 e 90% da proteina microbiana que
passa para o duodeno é de origem bacteriana(Santos, 2006).

A sintese de proteina microbiana é regulada pela quantidade de matéria
organica fermentada no rimen, desde que a concentracdo de amoénia e elementos minerais ndo
sejam limitantes (Kaufman e Lupping, 1982, citado por Kamalak et al., 2005). A qualidade da
proteina microbiana pode ser estimada com base no seu perfil em aminoacidos essenciais.A
proteina microbiana € equilibrada na maioria dos aminoacidos essenciais em relacdo a
proteina do leite ou do tecido muscular (Mabjeesh et al., 1997).

Sendo assim, otimizar a sintese de proteina microbiana no rimen torna-se

importante, pois representa uso eficiente da PDR, menor perda de amoénia ruminal, menor
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excrecdo de ureia, menor necessidade de PNDR na dieta e maior fluxo de proteina
metabolizavel com melhor perfil de amino&cidos essenciais para o intestino (NRC, 2001).A
proteina microbiana € a principal fonte de proteina metabolizavel para ruminantes e pode
representar de 45 a 55% da proteina metabolizavel no intestino de vacas de alta producéao e
mais de 65% em bovinos mantidos exclusivamente em pastagens. A PNDR é a segunda fonte
proteica para 0s ruminantes, seguida da proteina enddgena(Santos, 2006).

A proteina metabolizavel é representada pelo total de aminoacidos
fornecidos pela proteina microbiana sintetizada no rimen,PNDR, aminoacidos protegidos e
proteinas das secrecdes enddgenas (Chalupa, 1974).

A mensuracdo do fornecimento de proteinas para ruminantes é feita a partir
do fluxo de proteina que chegaao intestino delgado. Essa mensuracdo pode ser realizada
através de canula localizada no duodeno proximal, com o objetivo de obter amostras
representativas e estimativa do fluxo de matéria seca (Harmon e Richards, 1997). O fluxo
duodenal de proteina bruta engloba as trés fracGes principais da proteina metabolizavel. A
contribuicdo de cada fracdo da proteina metabolizavel no fluxo total é diretamente relacionada
a composicdo da dieta e a ingestdo de matéria seca, e varia grandemente com a fracdo da
proteina microbiana, uma vez que fornece a maioria das proteinas (Clark et al., 1992).

Os aminodacidos absorvidos a partir da PNDR somado aos aminoacidos
derivados da proteina microbiana podem ser considerados a fonte disponivel de aminoéacidos
para o animal. A fracdo enddgena é constituida principalmente pelos aminoacidos reciclados
absorvidos, que anteriormente foram usados na construcdo das proteinas do corpo, e que
retornaram ao limen do intestino antes do duodeno. As proteinas endégenas originam-se de
varias fontes, incluindo mucoproteinas, saliva, desprendimento das células epiteliais e
secrecdo de enzimas dentro do abomaso (Tamminga et al., 1995, citado por Lapierre et al.,
2006).

O NRC (2001) adotou o valor médio de 1,9 g de nitrogénio/kg de matéria
seca ingerida para determinar a contribuicdo enddgena do fluxo duodenal. Esse valor é
baseado nos dados obtidos em estudos usando animais recebendo somente infusdes
intragastricas de acidos graxos volateis (Orskov et al., 1986) ou dietas com baixo teor de
proteina e com baixa degradabilidade (Hart e Leibholz, 1990; Hannah et al., 1991).

Recentes estudos sugerem que a contribuicdo enddgena pode representar
entre 15 e 20% do fluxo de nitrogénio duodenal e, portanto, ndo pode ser ignorado. A
contribuicdo enddgena ndo representa o fornecimento liquido para o animal, sendo assim,

necessita ser removido do fluxo total da proteina duodenal para ser determinado o
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fornecimento liquido duodenal vindo da proteina bruta microbiana e da PNDR (Lapierre et
al., 2006).

Desde a década de 1980 as estimativas das exigéncias proteicas sdo
determinadas pelo método fatorial, que consiste em dividir a exigéncia proteica do animal em
exigéncias de manutenca e de producdo. As exigéncias de manutenca se baseiam no
nitrogénio enddgeno urinario, nitrogénio de descamacdo e nitrogénio metabdlico fecal. As
exigéncias de producdo se baseiam no nitrogénio necessario para o feto, crescimento e
lactacdo. Os sistemas das estimativas de exigéncias em proteina bruta evoluiram para os
atuais modelos de proteina metabolizavel, que permitem adequar as exigéncias da populacéo
microbiana ruminal em compostos nitrogenados, bem como as do ruminante em proteina
metabolizavel (Santos e Greco, 2007).

A precisdo dos atuais sistemas, baseados nas exigéncias em proteina
metabolizavel, é altamente dependente de informagdes quanto as fracdes degradaveis e ndo
degradaveis dos alimentos. O suprimento de quantidades adequadas de PNDR e PDR ¢é
fundamental para otimizar e complementar a producdo de proteina microbiana e, assim, suprir
as exigéncias em proteina metabolizavel dos animais(Santos e Greco, 2007). Além disso, 0s
sistemas de proteina metabolizavel tém estimulado e permitido avangos no conhecimento das
exigéncias em aminoacidos dos ruminantes e no balanceamento do perfil de aminoacidos
essenciais da proteina metabolizavel.O valor nutricional da proteina metabolizivel para
ruminantes depende, principalmente, do seu perfil em aminoacidos essenciais (NRC, 2001).

O reconhecimento e o entendimento da complexa interacdo do metabolismo
intestinal dos aminoacidos possibilitara o desenvolvimento de melhor modelo para
formulacdo de dietas que reduzam o teor de proteina bruta, e a0 mesmo tempo atendam 0s
requisitos de aminoacidos. Essa abordagem melhorara a eficiéncia da conversao do nitrogénio
da dieta em proteina do leite (Lapierre et al., 2006).

A transferéncia do aminoacido presente na dieta para o leite ndo é constante
(Doepel et al., 2004). Com o aumento do fornecimento de proteina, embora mais aminoécidos
sejam transferidos para o leite, existe também notavel aumento no catabolismo. O aumento na
oxidacdo dos aminoacidos pode ocorrer em muitos tecidos do corpo. Por exemplo,0
catabolismo intestinal da isoleucina, leucina, lisina, e valina ocorre quando estes aminoacidos
estdo elevados, assim como,a remocgdo hepatica dehistidina, metionina, fenilalanina e
treonina(Lapierre et al., 2005) e a captacdo mamaria de isoleucina, leucina, lisina e valina
também ocorrem quando estes estiverem aumentados(Guinard e Rulquin, 1994; Raggio et al.,
2004).
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A particdo de aminoécidos fornecidos entre a producdo de proteina do leite
e o catabolismo determina a eficiéncia de conversao, que ¢ alterada quando a vaca alcanca sua
méaxima producao (Lapierre et al., 2006). Para a obtencdo de melhor eficiéncia de conversao é

necessario a determinacao da exigéncia em aminoacidos pelo animal.

2.3 Exigéncia em Aminoéacidos

A exigéncia metabdlica do ruminante ndo é por proteina bruta, nitrogénio
ndo proteico, PDR ou PNDR, mas sim por aminoacidos (Alves, 2004). J& que as células dos
tecidos dos ruminantes necessitam de aminoacidos para seu metabolismo.Os aminoacidos
devem estar disponiveis para os tecidos em quantidades e propor¢des adequadas para
eficiéncia maxima (Santos, 2006).

Atualmente, a literatura que determina o requisito de aminoacidos de vacas
leiteiras € extremamente limitada (Socha et al., 2008). Mas sabe-se que aminoacidos presentes
em quantidade inadequada no duodeno para subsequente absor¢do podemlimitar a produgéo
de leite e de seus componentes, principalmente, da proteina(Clark, 1975). Desta forma, o
principal beneficio em melhorar o balango de aminoécidos na digesta duodenal é elevar a
sintese de proteina do leite (Socha et al., 2008).

Varias técnicas tém sido usadas para determinar requisito de aminoacidos,
como a comparacdo do padrdo de aminoacido microbiano e da proteina do leite, mudancas no
contetdo de aminoacidos do sangue apds a infusdo de caseina e diferencas arteriovenosas na
glandula mamaria. A conclusdo desses estudos indica que a metionina sempre € incluida no
grupo dos principais aminoacidos limitantes, frequentemente seguido pela lisina, histidina,
fenilalanina e aminoécidos de cadeia ramificada (Kaufman e Lupping, 1982, citado por
Kamalak et al., 2005).

Para 0 avango nas pesquisas em nutricdo de aminoacidos € necessario que a
predicdo acurada da composicdo de aminoacidos essenciais na proteina duodenal seja
determinada. O conteudo da proteina metabolizavel e o fluxo duodenal de aminoacidos
essenciais digestiveis podem ser calculados a partir do conhecimento da composi¢cdo de
aminoéacidos esséncias da proteina duodenal; do total do fluxo de cada aminoacido essencial

predito para cada fracdo da proteina metabolizavel; do coeficiente de digestibilidade assumido
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para proteina microbiana, para a fracdo de PNDR e para a proteina enddgena e finalmente, do
conhecimentodo fluxo da proteina metabolizavel (NRC, 2001).

Animais com baixa taxa de crescimento e baixa producéo de leite atingem o
requisito ideal de aminoacidosa partir da proteina microbiana. Em algumas situacGes, o
requisitodo animal para aminoécidos ndo e completamente obtido com fontes normais de
proteina dietética. Deficiéncias de aminoéacidos sdo esperadas principalmente em animais de
altodesempenho (Kamalak et al., 2005).

Em vacas de alta producdo, a proteina dietética que escapa do rumen
geralmente contribui entre 30 e 50% da proteina total que chega ao intestino delgado. Desta
forma, o perfil de aminodcidos da proteina dietética que escapa do rumen, frequentemente,
ndo consegue complementar o perfil de aminoacidos da proteina microbiana para suprir o
requisito de aminoacidos intestinais para as vacas de alta producéo (Clark, 1975).

A otimizag&o do balango do total de amino4cidos na proteina metabolizavel
é fundamental para maximizar o desempenho da lactacdo com o minimo de proteina na dieta.
Isso possibilitara a reducdo da eliminacdo de nitrogénio urinario por unidade de leite
produzido, bem como poupar energia metabdlica para a producdo de leite ou outras fungcbes
do corpo (Socha et al., 2008).

2.3.1 Relacdo entre a Exigéncia de Aminoéacidos e o Teor de Proteina Bruta da Dieta

O teor de aminoacidos essenciais e a propor¢do entre eles na proteina
metabolizavel determinam a eficiéncia de utilizacdo dessa proteina pelo ruminante. Quando a
proteina metabolizavel for de alto valor bioldgico (rica e com perfil adequado de aminoacidos
essenciais) o teor de proteina bruta da dieta pode ser reduzido, a eficiéncia de utilizacdo da
proteina metabolizavel € otimizada, a excrecdo de ureia e de outros compostos nitrogenados €
reduzida e o desempenho animal é maximizado (Santos, 2006).

Vacas de leite secretam cerca de 25 a 35% do nitrogénio consumido como
nitrogénio do leite e quase todo o restante do nitrogénio é excretado na urina e nas fezes
(Chase, 1994 citado por Leonardi et al., 2003). No estudo realizado por Chen et al. (2011), a
eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio variou entre 30,2 a 34,5% de acordo com o percentual

de proteina bruta da dieta e a suplementagdo com metionina protegida.
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Ao longo dos ultimos anos, tem sido renovado o interesse em estratégias
para melhorar a eficiéncia do uso de nitrogénio pelas vacas de leite sem reduzir a sua
produtividade. O aumento da eficiéncia do uso de nitrogénio, ou seja, a reducdo da excrecao
do nitrogénio urinario (Broderick, 2003) pode ser alcancado reduzindo-se a quantidade de
proteina bruta fornecida na dieta dos animais. Tal reducdo, portanto, deve ser feita
cautelosamente e pode ser realizada de forma mais segura se a suplementacdo adequada de
aminoéacidos limitantes for realizada (Lapierre et al., 2006).

Segundo Broderick (2003), a diminui¢cdo do percentual da proteina bruta da
dieta de 18,4% para 15,1% reduziu linearmente o nitrogénio urinario expresso em gramas por
dia ou como porcentagem de nitrogénio ingerido. No entanto, a reducdo do percentual de
proteina bruta da dieta também reduziu a producdo de leite em 1,1 kg/dia e a producdo de
proteina do leite em aproximadamente 30 g/dia.

De acordo com Leonardi et al. (2003), o balanco das dietas para
aminoacidos limitantes podera melhorar a resposta em producéo de leite nas dietas com baixo
percentual de proteina, sem aumentar a perda de nitrogénio na urina. Dinn et al. (1998)
mostraram que dietas com 16,7 ou 15,3% de proteina bruta suplementada com metionina e
lisina protegidas permitiram a mesma producdo de leite e proteina do leite que dietas com
18,3% de proteina bruta com ou sem a adi¢cdo de amino&cidos, e ainda reduziu a excre¢do de
nitrogénio na urina.

Leonardi et al.(2003) trabalharam com dois diferentes niveis de proteina
bruta na dieta (16,1 e 18,8%) e com o fornecimento ou ndo de metionina. Nenhuma interacéo
entre o percentual de proteina bruta e a suplementacdo com metionina foi detectada em
qualquer dos parametros mensurados. Este resultado contradiz a hip6tese que dietas com
baixo teor de proteina bruta necessitam de suplementacdo de metionina. Nenhuma diferenca
foi observada entre dietas com 16,1 versus 18,8% de proteina bruta sobre a producdo e
proteina do leite, sugerindo que dietas com menor percentual de proteina reduzem a perda de
nitrogénio, aumentam a eficiéncia da utilizacdo da proteina e mantém a producao de leite e
producdo de proteina do leite.A adicdo de metionina aumentou o percentual de proteina do
leite em ambos os teores de proteina sem afetara producdo de proteina do leite.

A literatura revisada indica que é possivel diminuir a proteina bruta da dieta
e reduzir a perda de nitrogénio na urina sem prejudicar a producdo e composicao do leite
(Leonardi et al., 2003; Broderick et al., 2008;Broderick et al., 2009). Uma vez que, a

exigéncia em aminoacidos essenciais, principalmente lisina e metionina, seja atendida.
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2.3.2 Exigéncias de Lisina e Metionina

Os aminoacidos lisina e metioninaforam identificados como potencialmente
limitantes para a sintese de proteina e producéo de leite, particularmente quando séo utilizadas
dietas a base de milho (Schwab et al., 1976; Schwab and Bozak, 1988; Donkin et al., 1989).
Além da sua importancia na sintese do leite, a metionina também é considerada aminoacido
limitante para o crescimento microbiano e fermentacdo ruminal (Sancanari et al., 2001).

Desta forma, a suplementacdo de lisina e metionina pos ruminal tem sido
extensivamente estudada e resultado em melhores producgdes de leite (NRC, 2001).Pesquisas
mostram que o teor de proteina do leite é a resposta de produ¢do mais sensivel a alteracdo no
fornecimento intestinal de lisina e metionina da dieta (Rulquin et al., 1993).

Metionina e lisina podem ser o primeiro, 0 segundo ou 0s amino&cidos co-
limitantes, dependendo da fonte de PNDR na dieta.Para vacas lactantes, a lisina foi
considerada o primeiro aminoacido limitante quando o milho foi a principal fonte de PNDR
(King et al., 1991; Polan et al., 1991). J& a metionina foi reconhecida como primeiro
aminoacido limitante em dietas a base de soja ou em dietas suplementadas com proteina de
origem animal (Casper e Schingoethe, 1988; Armentano et al., 1997; Rulquin e Delaby,
1997). A concentragdo de lisina na dieta pode restringir a resposta a inclusao de metionina
(Munneke et al., 1991).

Armentano et al. (1997) mostraram que em dieta a base de soja, a adicao de
lisina e metionina ndo aumentou a producdo de proteina do leite quando comparado com a
suplementacdo somente da metionina. Esses dados mostram que quando a soja € a fonte
principal de proteina da dieta, metionina passa a ser o primeiro aminoacido limitante. E
guando parte da soja € substituida por proteina de milho metionina e lisina tornam-se co
limitantes.

De acordo com o NRC (2001), o requisito de metioninae lisinadigestivel
para maximizar o uso da proteina metabolizavel para a sintese de proteina éde 2,4% e 7,2% na
proteina metabolizavel, respectivamente, ou seja, a relacdo entre esses aminoacidos deve ser
de 3:1. Esta relagéo foi obtida levando-se em consideracao as propor¢oes de lisina e metionina
observadas no tecido muscular e no leite.Esse modelo utilizado pelo NRC (2001) foi
primeiramente desenvolvido por Rulquin et al. (1993), onde os requisitos determinadosforam

de 7,3% e 2,5% na proteina digestivel intestinal, para lisina e metionina, respectivamente. A
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expressdo do requisito de lisina e metionina é, portanto, em percentual de proteina
metabolizavel e ndo como g/dia(NRC, 2001).

Pisulewski et al. (1996) e Socha et al. (2008) indicaram que quando o
fornecimento de lisina é presumidamente adequado (7,0% ou mais do total de aminoacidos), a
metionina deve contribuir com 2,4% ou mais do total de aminoacidos na digesta duodenal
para que a sintese de proteina do leite em vacas no inicio da lactagdo seja maximizada.Socha
et al. (2008) concluiu que, a adicdo de metionina ndo afetou ou diminuiu o teor e a producgéo
de proteina do leite quando, as concentracfes preditas de lisina e metionina na digesta
duodenal foram abaixo de 6,5% e acima de 2,3%, respectivamente, da proteina verdadeira
digerida no intestino delgado. Para aumentar o teor de aminoacidos na proteina verdadeira
digerida no intestino é necessario reduzir a degradacdo ruminal através da protecdo dos

aminoacidos essenciais fornecidos na dieta.

2.4 Protecdo de Aminoéacidos Essenciais

Na nutricdo de ndo ruminantes é considerado que o fornecimento e o
requisito de aminoécidos devem ser expressos para cada aminoacido individualmente ao invés
do total de proteina. Em ndo ruminantes, o ingerido representa o fornecido e qualquer
deficiéncia pode ser corrigida com a simples adicdo de qualquer aminoacido individualmente
na dieta (Lapierre et al., 2006).

Os ruminantes séo diferentes, pois a capacidade de usar forragens baseia-se
na presenca de micro-organismos no ramen, reticulo e omaso. Sendo assim, durante a
passagem do alimento pelo reticulo-rimen os ingredientes da dieta sdo parcialmente
degradados e reutilizados para o crescimento microbiano. Portanto, 0s nutrientes entregues
para absorcdo diferem daqueles presentes na dieta, ou seja, 0 conhecimento dos nutrientes
fornecidos aos ruminantes € dificultado (Lapierre et al., 2006). Além disso, os aminoacidos
livres séo rapidamente degradados no ambiente ruminal (Rogers et al., 1987). O que ndo
possibilita que a simples adicdo de um aminoacido na dieta seja uma eficiente opcdo para
aumentar o fluxo de aminoacidos para o duodeno (Lapierre et al., 2006).

Como aproximadamente 60% dos aminoacidos sdo absorvidos no jejuno e o
restante no ileo, para que aminodcidos limitantes cheguem no duodeno eles tém sido

infundidos diretamenteno duodeno ou protegidos da degradacdo ruminal (Leonardi,
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2001).Métodos para proteger esses aminodcidos da degradacdo bacteriana sdo necessarios
(Rogers et al., 1987) para que resultem em maior aproveitamento para a sintese de proteina
nos tecidos (Socha et al, 2005; Lapierre et al., 2006). A efetividade do uso destes
aminoéacidos depende da otimizacao do seu fornecimento e do seu perfil que chegaao intestino
delgado(Kaufman e Lupping, 1982, citado por Kamalak et al., 2005).

O conceito de protecdo de proteina da degradagdo ruminaltem como
principal objetivo intensificar o fornecimento de aminoacidos essenciais para a producdo
animal e reduzir perdas de nitrogénio na urina (Annison, 1981, citado por Kamalak et al.,
2005).E possivel proteger proteinas usando alguns procedimentos, como o tratamento com
calor, tratamento/modificacdo quimica, inibicdo da atividade proteolitica e identificacdo de
proteinas naturalmente protegidas.O 6leo parece inibir a degradacdo da proteina no rimen e,
assim, eleva a quantidade de aminoacidos dietéticos para absorcdo pos ruminal (Jenkins e
Fatouhi, 1990). O uso dessas técnicas em comparagdo a fonte usual de proteina dietética
melhora o fornecimento de aminoécidos sem aumento na producdo de aménia, resultando em
melhor desempenho animal (Kaufman e Lupping, 1982, citado por Kamalak et al., 2005).

Os aminoacidos podem ser revestidos como forma de protecdo contra os
micro-organismos ou estarem presentes em formas quimicas que sdo mais resistentes a
degradacdo ruminal ou sdo mais rapidamente absorvidos através da parede ruminal (hidrdxi-
analagos) (Lapierre et al., 2006).

Metionina e outros aminoacidos podem ser protegidos da degradacdo
bacteriana no rumen por métodos mecanicos ou quimicos. Os primeiros métodos
desenvolvidos para evitar a fermentacdo digestiva dos aminoacidos foram manipulacdo
estrutural para produzir aminoécidos andlogos e protecdo com materiais resistentes (Chalupa
et al., 1996). Para a protecdo fisica utilizou-se compostos poliméricos, proteina formolizada,
gordura, misturas de gordura e célcio, misturas de gordura e proteina, e com sais de célcio de
acidos graxos de cadeia longa (Chalupa and Sniffen, 1991).

Os principais métodos utilizados pela industria para proteger o0s
aminoacidos sdo a producdo de aminoacidos analogos (metionina hidroxi-analoga;
hidroximetil DLmetionina calcica; monoplus di-N-hidroximetil-L-lisina célcica, etc) que sdo
mais estaveis nas condi¢des de rumen. Também, o recobrimento com gordura (misturas de
gorduras e proteinas, proteinas tratadas com formoldeido, sabfes calcicos de &cidos graxos de
cadeia longa) e o encapsulamento com compostos poliméricos resistentes a degradagdo

ruminal mas que sdo hidrolisados no abomaso tém sido estudados (Alves, 2004).
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A utilizacdo dessas técnicas aumenta a proteina metabolizavel
principalmente quando vacas de alta producdo encontram-se no inicio da lactagdo (NRC,
2001).

Para verificar e quantificar o efeito da suplementacdo de aminoacidos com
diferentes fontes de proteina,a interagdo entre a fonte de proteina e a suplementacdo de
aminoacido deve ser considerada. A interacdo entre suplementacdo de aminodcidos e
forragem da dieta, estddio de lactacdo e método pelo qual os aminoacidos foram
suplementados também devem ser observados. Ja que todas essas formas irdo impactar na
quantidade de aminodacidos absorvidos no intestino delgado (Leonardi, 2001).Possivelmente,
devido a todos esses fatores considerados, os resultados entre experimentos ndo sdo
consistentes. Outra razdo para essainconsisténcia de resultados pode estar relacionado ao fato
de alguns aminoacidos serem mais deficientes que os em teste (Robinson et al., 1999).

Alguns estudos utilizando somente a suplementacdo com metionina
protegida apresentaram aumento no percentual de proteina do leite (Chilliard e Doreau, 1997;
Rulquin e Delaby, 1997; Leonardi et al., 2003; Berthiaume et al., 2006). J& em outros estudos
a proteina ndo foi afetada (Papas et al., 1984; Krober et al., 2001; Davidson et al., 2008).
Poucos estudos mostraram ainda, aumento na porcentagem de proteina do leite e significante
aumento na producdo de proteina do leite como resposta a ingestdo de metionina protegida
(Armentano et al., 1997; Rulquin e Delaby, 1997; Samuelson et al., 2001; Lara et al., 2006).

Diversos estudos também tém relatado aumento na porcentagem de gordura
do leite com a suplementacdo de metionina protegida (Overton et al., 1998; Samuelson et al.,
2001). Chilliard e Doreau (1997) ndo encontraram alteracdo no teor de gordura do leite.
Overton et al. (1996) encontraram aumento na producdo de gordura,enquanto outros
encontraram declinio (Socha et al., 2005).

Na maioria dos estudos a producao de leite ndo foi alterada em resposta a
metionina protegida (Chilliard e Doreau, 1997; Benefield et al., 2009). Alguns estudos
relataram aumento na producéo de leite (Samuelson et al., 2001; Lara et al., 2006) e outros
relataram diminuicdo significativa na producéo de leite (Rulquine Delaby, 1997).

Chen et al. (2011) avaliaram o efeito de fontes distintas de metionina
(metionina analoga HMBi e metionina protegida da degradacdo ruminal por métodos fisicos
RPM) e observaram produgdo de leite e utilizagdo do nitrogénio semelhantes entre os
tratamentos.

Estudo realizado por Leonardi (2001) mostrou que a adicdo de lisina e

metionina resultou em aumento de producdo e percentual de proteina do leite quando
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comparado ao grupo controle. Metionina e lisina aumentaram 0,08 unidades percentuais e 40
g/dia de proteina do leite, comparado ao grupo controle. Nenhum efeito da suplementac&o dos
aminoéacidos foi observado sobre a producao de leite e de gordura e no percentual de gordura
do leite. Isso pode ser devido a menor quantidade de metionina suplementada junto com a
lisina.O aumento na producdo de proteina do leite com a suplementacédo de lisina e metionina
foi maior do que o aumento com apenas a suplementacdo de metionina. I1sso mostra que a
lisina pode ser o primeiro aminoacido limitante e a metionina o segundo ou metionina e lisina
possam ser co-limitantes. Também pode ser que a lisina seja 0 segundo aminoacido limitante.

Rogers et al. (1987) forneceram lisina e metionina encapsuladase
observaram aumento na producéo de proteina do leite, percentual de gordura e sélidos totais.
Ainda de acordo com os pesquisadores, o fornecimento da lisina aparentemente melhora a
utilizacdo de metionina pelo organismo animal, uma vez que vacas alimentadas com lisina
apresentaram menor concentracdo plasmatica de metionina.

Socha et al. (2005) também forneceram lisina e metionina protegidas em
dietas com percentual de proteina bruta variavel (16 e 18,5%). Os resultados revelaram que o
percentual de proteina bruta e o fornecimento de aminoacidos protegidos apresentaram
respostas variadas de acordo com o estadio da lactacéo.

Illg et al. (1987) utilizaram dietas contendo DL-metionina (metionina
analoga) associada ao 6leo de soja e relataram aumento de producdo e proteina do leite no
grupo suplementado com DL-metionina protegida. Os animais que recebiam 6leo de soja
associado a DL-metionina aumentaram a ingestdo de matéria seca quando comparados aos
tratados somente com 6leo de soja. Segundo o autor, esse aumento de ingestdo pode ter sido
parcialmente responsavel pela elevagdo na producdo de leite. O aumento do teor de proteina
do leite ocorreu devido a maior disponibilidade de metionina na glandula maméaria para
sintese proteica.

Para entender a relacdo entre a suplementacdo de aminoécidos essenciais na
dieta de ruminantes e a sintese de proteina do leite é necessario compreender 0 mecanismo da

sintese de proteina pela glandula maméria.

2.4.1 Relagéo entre a Prote¢cdo de Aminoacidos Essenciais e a Sintese de Proteina do
Leite
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2.4.1.1 Sintese de proteina do leite

O leite ¢ um fluido composto por nutrientes sintetizados na glandula
mamaria a partir de precursores derivados da alimentacdo e do metabolismo. Dentre estes
compostos as proteinas, principalmente caseina e albumina, correspondem entre 3,2 a 3,5%
dos principais componentes do leite (Bylund, 1995).

As proteinas presentes no leite sdo sintetizadas na glandula mamaria a partir
de aminodcidos retirados do sangue, exceto a albumina e as imunoglobulinas. A sintese
proteica (formacgdo de cadeias polipeptidicas) ocorre nas células secretoras sob controle do
DNA. A principal fonte de energia utilizada pela glandula mamaria para a sintese de proteina
é a glicose. O teor de proteina no leite pode aumentar 0,015 unidades para cada megacaloria
de energia liquida adicionada a dieta (DePeters e Cant, 1992).

A proteina sintetizadaformada por uma cadeia inicial de 10-20 aminoacidos
ird alcancar o reticulo endoplasmatico rugoso. Dependendo da proteina outras substancias
podem aderir a ela, como fosfato e certos tipos de acucares. A estrutura proteica
tridimensional final determinara suas fungdes e propriedades (Larson, 1995).

Para a formacdo da proteina do leite sdo utilizados tanto aminoéacidos
essenciais como ndo essenciais. A célula alveolar utiliza os aminoacidos disponiveis e, se
necessario, 0s aminoacidos ndo essenciais podem ser sintetizados para suprir a sintese de
proteinas. Diferentemente dos aminoacidos ndo essenciais, 0s aminoacidos essenciais
somentepodem ser fornecidos através do sangue. A captacdo dos aminoacidos pela glandula
mamaria depende da sua concentracdo arterial, do fluxo sanguineo e do transporte através da
membrana. A captacdo € positivamente relacionada a concentracdo e fluxo sanguineo
(Leonardi, 2001).A alta porcentagem de metionina e lisina extraidas do plasma pela glandula
mamaria, quando comparados a outros aminodcidos, fazem destes aminoécidos os mais
importantes para a sintese de proteina do leite (Rogers et al., 1987).

Com isso, a sintese de proteina do leite pode ser limitada pela quantidade e
perfil de aminoacidos disponiveis para a glandula mamaria, em particular os aminoacidos
essenciais (Clark, 1975). Se um aminoacido essencial é o substrato limitante para sintese de
proteina do leite e os sistemas de transporte de aminodcidos estdo operando abaixo da
saturacdo na glandula mamaria (Schingoethe et al., 1988) o aumento da disponibilidade de

aminoéacidos limitantes deve aumentar a sintese de proteina do leite (Donkin et al., 1989).
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2.4.1.2 Relacdo entre a suplementagdo com lisina e metionina protegidas e sintese de
proteina do leite

Os principais aminoacidos considerados limitantes em nutricdo de vacas de
leite sdo metionina e/ou lisina dependendo dafonte de proteina da dieta (NRC, 2001). De
acordo com Donkin et al. (1989), o aumento da porcentagem de proteina no leite com a
suplementacdo de lisina e metionina protegida indica que a dieta possui quantidades
limitantes de lisina e metionina ou ambos. Além disso, a maior parte dos aminoécidos que
limitam a sintese de proteina do leite sdo grandemente dependentes da qualidade e quantidade
de aminoéacidos presentes na dieta (Xu et al., 1998).

Pesquisas mostram que a concentracdo de proteina do leite é a resposta de
producdo mais sensivel a alteracdo no fornecimento intestinal de lisina e metionina (NRC,
2001). O aumento no conteudo da proteina do leite parece ocorrer primeiramente na fracdo de
caseina em resposta a concentracdo de lisina e metionina na digesta duodenal (Donkin et al.,
1989; Chow et al., 1990).

A suplementacdo com 16,9 g/dia de metionina aumentou a producdo de
proteina do leite em 13 g/dia (P=0,04), o percentual de proteina do leite em 0,05 (P<0,01) e a
gordura do leite em 0,04 (P=0,03). O aumento na sintese proteica do leite foi resultado do
aumento da sintese de caseina pela glandula mamaria (Pisulewski et al., 1996; Rulquin e
Delaby, 1997;0Overton et al., 1998). Armentano et al. (1997) ndo encontrou relacdo
significativa entre 0 aumento da proteina do leite e o aumento de N caseina no total de
nitrogénio do leite.

Schwab et al., 2001 também sugerem que a mudancga na porcentagem de
proteina do leite tem sido o método mais sensivel de determinar a efetividade da
suplementacdo de metionina protegida. Embora a porcentagem de proteina possa ser
importante, a produgdo de proteina € mais sensivel & utilizacdo de metionina,pela
possibilidade de alteracdona producéo de leite (Patton, 2010).

Benefield et al. (2009) relataram que a producéo de proteina do leite ndo foi
afetada pelofornecimento de duas fontes comerciais distintas de metionina protegida na dieta.
Os autoresapresentaram as seguintes justificativas para a falta de efeito: primeiro, os dados do
experimento sdo condizentes com o NRC (2001), a metionina digestivel fornecida foi mais
relacionada com o percentual da proteina do leite (r* = 0,76) do que com a produgdo de

proteina do leite (r* = 0,40); segundo, vacas no terco médio da lactacdo respondem ao
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aumento do fornecimento de metionina por meio do aumento do conteido de proteina do
leite, sem afetar a producédo de proteina do leite (Socha et al., 2008). Isto sugere que a sintese
de proteina do leite (g/dia) é mais responsiva para o fornecimento de metionina para vacas de
alta producdo, no terco médio da lactacdo, do que para vacas no final de lactacdo. E,
finalmente, a estratégia de formulacdo de aminoacidos pode interferir na producéo de proteina
do leite, pois focar somente no fornecimento de metionina como percentual da proteina
metabolizavel, sem considerar a quantidade de metionina fornecida relativa a quantidade
requerida pode levar a perda na resposta real da sintese de proteina do leite.

O uso da metionina protegida tem sido prometido como um produto capaz
de aumentar a porcentagem de proteina do leite (Rulquin e Delaby, 1997;Socha et al., 2005),
ja que a maioria dos trabalhos relata resposta na producdo de proteina com o aumento do
fornecimento de metionina na dieta (Schwab et al., 2001, Patton, 2010). No entanto, 0s

resultados ndo tém sido consistentes.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Formulacgéo de Dieta

O experimento foi realizado em uma propriedade particular localizada no
municipio de Carmo da Cachoeira, sul de Minas Gerais no periodo de 31 de julho a 16 de
outubro de 2010.

Foram utilizadas 12 vacas da raca Holandesa, sendo oito multiparase quatro
primiparas, em delineamento experimental “Quadrado Latino” 4 x 4, com trés repetigdes. OS
periodos experimentais foram de 21 dias cada, sendo que do 1° ao 14° dia foi considerado
periodo de adaptacédo e do 15° ao 21° dia, periodo de coletas e avaliagdes.

A escolha dos animais foi baseada na ordem de parto, dias em lactagéo
(DEL) e producéo de leite. O primeiro quadrado foi formado por primiparas, com DEL médio
de 1035 dias no inicio do experimento, producdo média de 28,5+1 kg de leite e 0 escore de
condicéo corporal médio (ECC) 3,0 na escalade 1 a5 (WILDMAN et al., 1982). O segundo e
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o terceiro quadrados foram formados por vacas multiparas, sendo o DEL, a producdo de leite
e 0 ECC médios de 100+6 e 99+11 dias, 41,2+1 kg e 34,5+2kg e 3,0 e 3,0, respectivamente.
Asdietasexperimentais foram: Controle (O+LM), constituido pela dieta base
(Tabela 1) acrescido de 6leo de soja (250 ml), lisina (0,11 kg) e metionina (0,05 Kkg)
adicionados, separadamente, e misturados na TMR;dieta aminoacidos complexados com 6leo
(OLM), constituida pela dieta base mais o complexo 6leo de soja (250 ml), lisina (0,11 kg) e
metionina (0,05 kg) fornecido sobre a dieta total;dieta 6leo de soja (OS), constituida pela dieta
base acrescida de 0leo de soja (250 ml) fornecido sobre a dieta total; dieta aminoacidos(LM),
constituida pela dieta base acrescida de lisina (0,11 kg) e metionina (0,05 kg) fornecidos

também sobre a dieta total.

Tabela 1: Composicdo das dietas experimentais

Dieta
Ingrediente O+LM OLM 0OS LM
(% MS)

Silagem de milho 49,40 49,40 49,62 48,41
Milho moido 16,48 16,48 16,54 19,16
Farelo de soja 21,82 21,82 21,92 21,38
Polpa de citrus 6,18 6,18 6,20 6,05
Protenose 1,07 1,07 1,08 1,05
Prémix mineral vitaminicos® 2,26 2,26 2,27 2,22
Farelo de trigo 1,11 1,11 1,12 1,09
Oleo de soja 1,03 1,03 1,04 0,00
Lisina 0,45 0,45 0,00 0,44
Metionina 0,20 0,20 0,00 0,20
Ureia 0,00 0,00 0,21 0,00

O+LM = Controle; OLM = Aminoacidos complexados com 6leo; OS = Oleo de soja; LM = Aminoécidos.
'Prémix mineral vitaminicos: 16,0% Ca; 3,2% P; 10,6% Na; 2,0% K; 1,2% S; 5,1% Mg; 10 ppm Co; 500 ppm
Cu; 1580 ppm Fe; 25 ppm I; 1000 ppm Mn; 12 ppm Se; 1800 ppm Zn; 140.000 mg/kg Vit. A; 38.000 mg/kg Vit.
D; 1.000 mg/kg Vit. E; 33 mg/kg Biotina; 500mg/kg monensina.

O veiculo utilizado para fornecer os constituintes adicionados na forma de
top dressed, ou seja, fornecidos separadamente da dieta total, foi o farelo de trigo.

As dietas experimentais foram balanceadas segundo o NRC (2001), para
serem isoprotéicas e isoenergéticas (Tabela 2). A silagem de milho foi 0 volumoso base
utilizado nas dietas experimentais. Os aminoacidos lisina (Ajinomoto) e metionina (Adisseo)
ndo eram protegidos e possuiam 99% de pureza. A quantidade de lisina e metionina fornecida
na dieta foram determinadas a fim de atender a exigéncia ideal desses aminoacidos no

percentual de proteina metabolizavel, segundo o NRC (2001).
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Tabela 2: Composicdo quimica das dietas experimentais

Dieta

O+LM OLM (ON] LM

IMS estimada, kg 24,3 24,3 24,2 24.8
(% MS)
PB 17,4 17,4 17,4 17,3
PDR 10,7 10,7 11,2 10,6
PNDR 6,7 6,7 6,1 6,8
NDT 73,0 73,0 73,0 72,0
FDN 35,6 35,6 35,8 35,7
FDA 18,6 18,6 18,7 18,3
CNF 39,2 39,2 39,0 40,2
EE 4,0 4,0 4,0 3,1
Ca 0,6 0,6 0,7 0,6
P 0,4 0,4 0,4 0,4
(% PM)

Aminoacidos
Arginina 3,89 3,89 3,91 3,86
Histidina 1,50 1,50 1,52 1,49
Isoleucina 3,76 3,76 3,79 3,72
Leucina 6,59 6,59 6,63 6,55
Lisina 7,70 7,70 5,37 7,61
Metionina 2,65 2,65 1,39 2,62
Fenilalanina 4,27 4,27 4,22 4,24
Treonina 3,55 3,55 3,60 3,52
Valina 4,39 4,39 4,38 4,36

O+LM = Controle; OLM = Aminoacidos complexados com 6leo; OS = Oleo de soja; LM = Aminoacidos.

IMS = ingestdo de matéria seca; MS = matéria seca; PB = proteina bruta; PDR = proteina degradavel no rimen;
PNDR = proteina ndo degradavel no rimen NDT = nutrientes digestiveis totais; FDN = fibra insoltvel em
detergente neutro; FDA = fibra insollvel em detergente &cido; CNF = carboidrato ndo fibroso; EE = extrato
etéreo; MM = matéria mineral; Ca = célcio; P = fdsforo; PM = proteina metabolizavel.

Na dieta OS, que ndo possuia aminoacidos, foi adicionado ureia para ser
feito a correcdo do nivel de proteina. Na dieta LM foi adicionado maior quantidade de milho
para ser feito a correcdo do nivel de energia, ja que ndo foi adicionado 6leo de soja nesta
dieta.

Devido a possibilidade de parte dos aminoacidos fornecidos sofrerem agédo
das bactérias ruminais, foi adicionada a dieta 30% a mais da quantidade de lisina e metionina.
AsdietasO+LM eOLM e a dieta LM forneciam aproximadamente 107% e 110% do
requerimento de lisina e metionina na proteina metabolizavel, respectivamente; e a dieta OS
fornecia 75% e 58% do requisito de lisina e metionina, respectivamente. O fornecimento de

lisina e metionina foi reajustado diariamente de acordo com o consumo de matéria seca.
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3.2 Alimentacdo e Manejo

Os animais foram alimentados em baias individuais, duas vezes ao dia, as
seis horas e 30 minutos e 17horas. A dieta foi fornecida na forma de dieta total, permitindo-se
sobra de 5 a 10%. O consumo e a sobra foram monitorados e ajustados diariamente.

Os aditivos (6leo e aminoacidos) das dietas OLM, OS e LM foram
fornecidos na alimentacdo da manha separados da dieta total (Top dressed). Entretanto, na
dieta O+LM os mesmos aditivos foram misturados & dieta total e fornecidos também uma vez
ao dia.

A ordenha dos animais foi realizada duas vezes ao dia, as seis horas e
16horas e 30 minutos. Imediatamente apds a ordenha os animais foram conduzidos para as
baias de alimentacdo, permanecendo por trés horas e em seguida soltos em piquete de area de

descanso. Todos os animais tiveram livre acesso & agua e suplementagdo mineral.

3.3 Amostragem e Processos Analiticos

3.3.1 Amostragem e Analise do Leite

A producdo de leite foi determinada durante o 15° e 16° dia do periodo
experimental. Quatro ordenhas consecutivas foram amostradas para determinacdo da proteina,
gordura, lactose, contagem de células somaticas (CCS), extrato seco total e desengordurado.
As amostras de leite foram acondicionadas em frascos com 2-bromo 2-nitropropano 1,3-diol
na relacdo de 10 mg para 50 ml de leite e foram enviadas para andlise, sob refrigeragéo (4°C),
ao Laboratorio de Analise da Qualidade do Leite da Escola de Veterinaria da UFMG
(LabUFMG) (ChemSpeck 150 de espectrofotometria de trans-reflectancia).

Apos as analises, a producdo de leite foi corrigida para 3,5% de gordura
(LCG 3,5%), sendo obtida pela equacéo citada por Gravert (1987): LCG 3,5% = (0,35 x PL) +
(16,2 x PG), sendo: LCG 3,5% = Producdo de leite corrigido para 3,5% de gordura
(kg/dia);PL= Producéo de leite (kg/dia);PG = Producéo de gordura (kg/dia).
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A producdo de leite corrigida para sélidos totais (LCST) foi calculada
segundo a equacéo descrita por Tyrrel e Reid (1965): LCST = (12,3 x PG) + (6,56 x ESD)
(0,0752 x PL), sendo:LCST= Producdo de leite corrigida para teor de solidos totais;PG

Producdo de gordura (kg/dia);ESD = Producdo de extrato seco desengordurado; PL
Producdo de leite (kg/dia). Todos os célculos foram feitos para cada ordenha separadamente, e

posteriormente para o dia.

3.3.2  Amostragem e Analise do Sangue

Foram coletadas amostras individuais de sangue nos vasos coccigeos e veia
mamaria (veia abdominal superficial caudal) no dltimo dia experimental de cada periodo (21°
dia), utilizando tubo com véacuo e fluoreto (4 ml) e tubo com vécuo e gel separador (5 ml).
Assumiu-se que a amostra dos vasos coccigeos € arterial para ser feito o calculo estimativo da
diferenca arterial-venosa (A-V), como realizado no experimento de Illg et al. (1987).

As colheitas de sangue foram realizadas nos tempos zero e seis horas apés
alimentacdo. No tempo zero os animais encontravam-se em média 14 horas apds a ordenha e
no tempo seis 0s animais encontravam-se em média seis horas apds a ordenha. As amostras
foram centrifugadas a 3.000 x g por 10 minutos logo apés a colheita. O plasma e o soro foram
acondicionados em microtubos e congelados a -10°C para posterior analises. O plasma foi
utilizado para a determinacdo da concentracdo de glicose, enquanto o soro foi utilizado para
determinacdo de ureia, albumina e proteinas totais.

A concentracdo de ureia foi determinada através de kit enziméatico comercial
(Synermed®), a glicose por kit monoreagente comercial (Synermed®) e proteinas totais e
albumina por kits colorimétricos comerciais (Synermed®). As analises foram realizadas no
Laboratério de Patologia Clinica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
procedimentos foram realizados em aparelho automatizado (Cobas Mira -Brasil). De acordo
com o manual do kit Synermed®, a concentracdo de nitrogénio ureico no plasma (NUP) pode
ser calculada a partir da concentracdo de ureia, sendo, 320 mg/dl de ureia correspondem a 150
mg/dl de NUP, ou seja, fator de correcéo de 2,133.
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3.3.3  Amostragem e Analise de Urina

As colheitas de urina foram realizadas uma vez ao dia por miccéo
esponténea, nos diasl8, 19e 20 de cada periodo experimental, em média quatro horas apds
alimentacdo. Uma aliquota de 5ml de cada amostra foi diluida em 45ml de solugdo contendo
acido sulftrico 0,036N e armazenada a -10 °C. Uma amostra composta foi formada para cada
vaca ao final do periodo experimental, sendo esta utilizada para a analise de alantoina, acido
urico e creatinina para avaliagdo qualitativa da producdo de proteina microbiana no reticulo-
ramen.

O procedimento adotado para a analise de alantoina foi o sugerido por Chen
e Gomes (1992) e a absorvéancia foi analisada por colorimetria a 522nm no Laboratorio de
Nutricdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerias (UFMG). Para as analises de acido
urico e creatinina foram utilizados Kits enzimaticos e colorimétricos comerciais (Synermed®),
respectivamente. Essas analises foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sendo os procedimentos realizados em

aparelho automatizado (Cobas Mira -Brasil).

3.3.4 Amostragem e Analise dos Alimentos

Amostras de silagem de milho, farelo de soja, polpa de citrus e milho moido
foram colhidas antes e durante o estudo para realizacdo de analises bromatoldgicas e
aminograma (Anexo).As analises bromatologicas das amostras foram realizadas no
Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Escola de Veterinaria de
Lavras (UFLA), e os aminogramas no Laboratério CBO Assessoria e Anélise, em Campinas -
SP. De acordo com esses resultados a composicdo quimica das dietas experimentais foi
determinada conforme a tabela 2.

Semanalmente as dietas foram ajustadas de acordo com a flutuacdo da
materia seca da silagem de milho. Amostras de cada dieta experimental foram colhidas nos
dias 15, 16 e 17 de cada periodo. No final de cada periodo foi obtido um pool correspondente

a dieta de cada dieta experimental. As sobras foram coletadas uma Unica vez ao dia, durante
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0s mesmos dias, para obtencdo do pool de sobras de cada dieta durante cada periodo
experimental.

As amostras da dieta fornecida e sobras foram pré-secas em estufa de
ventilacdo forcada, regulada a 55°C, por 72h. As amostras pre-secas foram moidas em moinho
estacionario tipo “Thomas Willey” (modelo 4, Arthur H. Thomas Co., Philadelphia PA),
montado com peneiras com furos de 1mm de didmetro e armazenadas em recipientes plasticos
para posteriores analises bromatologicas.

A determinagdo da matéria seca foi realizada em estufa a 105°C por cinco
horas para determinacdo da matéria seca total. O teor de cinzas foi determinado pela queima
total da matéria organica em mufla a 600°C por quatro horas. O teor de matéria organica foi
calculado pela diferenca entre a matéria seca e o contetdo de cinzas (AOAC, 1997).

A proteina bruta foi analisada pelo método de Kjedhall (AOAC, 1997) e
multiplicando o valor por 6,25 (NRC, 2001). O extrato etéreo foi obtido de acordo com o
AOAC (1997). A anélise de FDN e FDA foi realizada em aparelho ANKON® Fiber Analyser
(ANKON Technology Corporation, Fairport, EUA) de acordo com o método proposto por
Van Soest et al. (1991). A porcentagem de carboidratos ndo fibrosos foi calculada utilizando-
se a equagdo proposta pelo NRC (2001): 100-((%FDN - %FDNpg) + %PB + %EE+
%Cinzas), onde: FDN = Fibra insolivel em detergente neutro; FDNpg = Proteina bruta
insolGvel em detergente neutro; PB = Proteina bruta; EE = Extrato etéreo.

O célculo de consumo de matéria seca, proteina bruta, fibra em detergente
neutro, fibra em detergente acido e extrato etéreo foi realizado com base no valor da matéria
seca a 65°C obtido para dieta oferecida e para a sobra (Broderick, 2003). Com base nos
valores obtidos para consumo de matéria seca e consumo de nitrogénio foram estimados 0s
calculos de eficiéncia de utilizacdo da matéria seca do alimento (leite produzido dividido pelo
consumode matéria seca)e eficiéncia da utilizacdo do nitrogénio alimentar. A média de
nitrogénio do leite é o total de proteina do leite dividido por 6,38 (Broderick, 2003). A saber:

Eficiéncia de utilizagdo da MS = Leite produzido / IMS

Eficiéncia de utilizacdo N = N produzido no leite / N ingerido

Em que: MS = Matéria seca; IMS = Ingestdo de matéria seca; N =

Nitrogénio.
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3.4 Andlise Estatistica

O esquema da ANOVA obtida para as variaveis de producdo e composicao
do leite, consumo e urina, que foram colhidas uma Unica vez e em um Unico local por periodo

de coleta, pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3: Esquema da andlise de variancia para as varidveis de produgdo e composi¢do do
leite, consumo, urina, diferenca arteriovenosa e extracdo de glicose do sangue

Fontes de Variagdo Graus de Liberdade
Total 47
Tratamentos 3
Periodos 3
Animal 9
Quadrado 2
Erro 30

As varidveis medidas e dependentes foram ajustadas ao seguinte modelo
matematico:Yiu= p + Aj + Pj + Tit Qi+ sija, onde: Yijq = variavel dependente;u = constante
geral presente em todas as observacOes; A; = efeito do animalidentro de quadrado; Pj = efeito
do periodo j; Ty = efeito do tratamentok;Q, = efeito do quadrado I; &jx = erro aleatorio
associado a cada observacéo.

Ja 0 esquema da ANOVA obtida para as variaveis do sangue (repetidas no
tempo), que foram coletadas em dois momentos diferentes e em dois locais distintos, pode ser

observada na Tabela 4.

Tabela 4. Esquema da analise de variancia para as concentraces dos metabolitos sanguineos

Fontes de Variagdo Graus de Liberdade
Total 191
Tratamentos 3
Periodos 3

Animal 9
Quadrado 2

Animal x Periodo x Tratamento x Quadrado 30

Tempo 1

Animal x Periodo x Tratamento x Quadrado x Tempo 47

Local 1

Erro 95
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As varidveis medidas repetidas no tempo e dependentes foram ajustadas ao
seguinte modelo matematico:Yijumn= 1 + Ai + Pj + Tit Qi + &jju+t Hm + &ijum + Lo +
&ijumn,onde: Yiumn = variavel dependente;u = constante geral presente em todas as
observagdes;A; = efeito do animalidentro de quadrado; Pj = efeito do periodo j; Ty = efeito do
tratamento k; Q; = efeito do quadrado Il;ejjq = erro a; animal X periodo x tratamento X
quadrado;Hn= efeito do tempom.sium= €erro b; animal x periodo x tratamento x quadrado x
tempo; L,= efeito do local n;ejamn= erro c; animal x periodo x tratamento x quadrado x tempo
x local.

Para os testes dos fatores de interesseforam realizadosos contrastes:
LIPIDEO = compara a média da dieta O+LM eOLM com a média da dieta LM para testar o
efeito do oOleo na presenca de lisina e metionina; AA = compara a média dadieta O+LM
eOLM com a média dadieta OS para testar o efeito da lisina e metionina na presenca de 6leo;
LIPXAA = compara a média da dieta OS com a média da dieta LM, comparando assim, o
efeito do 6leo com o efeito da lisina e metionina; e COMPLEXO = compara a média dadieta
O+LM com a média da dieta OLM, para testar o efeito da protecdo do aminoacido com a
presenca do 6leo. As férmulas usadas em cada um dos testes contrastesforam:

LIPIDEO = (XO"™M + X%tMy/2 - XM

AA = (Xo+uv| + XOLM)/Z - XO8

LIPXAA = X% - XM

COMPLEXO = XM . xOtM

Em que: X°"™™ = média da dieta O+LM; X°*M = média da dieta OLM;X%°=
média da dieta OS;X"™ = média da dieta LM.

As variaveis testadas foram analisadas pelo programa PROC GLM do
programa estatistico SAS (1999). O valor de p < 0,05 foi considerado diferente

significativamente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As medias de producdo de leite das dietas O+LM;OLM; OS e LM foram

respectivamente, 32,1; 31,7; 31,7 e 32,9 kg de leite/dia. Oscontrastes para pesquisa dos efeitos
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de lipideos, aminoéacidos, interacdo lipideo x AA e complexacdo dos AA ndo apresentaram
diferenca significativa para os valores de producéo de leite (Tabela 5).

Tabela 5: Producdo e composicdo do leite de vacas em dietas suplementadas com lisina e
metionina associados ou ndo com 6leo de soja

Dietas EPM Estimativas dos contrastes
Variavel O+LM OLM OS LM LIPIDEO AA LIPXAA COMPLEXO
Prod. leite, 3,1 317 317 329 0631 -1,0 0.2 12 0.4
kg/dia
0,

OSSM 953 250 266 200 0594 BgTRr LET 24ee 03
kg/dia

LCST, 260 265 278 299 0584 -32%%* 11 1% 0.4
kg/dia

Gordura, % 2,70 2,65 294 329 0078 -062%%*  -026%* -0 35%** 0,04
e 093 087 0L 106 0092 -015 001 015 0,00
Proteina, % 3,30 333 326 317 0049 0,14** 005 0,09 -0,03
ig‘/’é‘?;”a’ 104 100 099 107 0036 -006 0,03 -0,09* 0,05
Lactose, % 4,82 479 485 487 0020 -0,06%**  -0,04* -0,03 0,03
Lactose, 156 148 149 1,63 0068 -011 0,03 -0,14* 0,07
kg/dia

0+LM = Controle; OLM = Aminoécidos complexado com 6leo; OS = Oleo de soja; LM = Lisina e metionina.
LIPIDEO = (XM + XOtMyj2 - X™M: AA = (XOM + XOMy2 - XO3; LIPXAA =X - X"M:COMPLEXO =
XOHM_ XOM: EPM = Erro padrdo da média; LCG 3,5% = Producéo de leite corrigida para o teor de gordura de
3,5%; LCST = Produc&o de leite corrigida para sélidos totais.

* P<0,10

**P <0,05

*** P <0,01

O aumento na producdo de leite em resposta a suplementacdo com
aminoacidos protegidos geralmente é limitado a vacas no inicio da lactacdo, uma vez que
necessitam de maior quantidade de aminoacidos absorviveis (Polan et al., 1991; Schwab et
al., 1992). Canale et al. (1990) ndo encontraram efeito da adicdo de lisina e metionina
protegidas e uma fonte de gordura na dieta de vacas Holandesas com producdo média de 30
kg/dia de leite no terco inicial da lactacdo, sobre a producdo de leite. A adicdo de 6leo, de
lisina e metionina ou a associacdo de lipideo com os aminoacidos ndo afetou a producdo de
leite (P > 0,05).

O mesmo resultado foi observado no presente experimento, onde se
trabalhou com vacas Holandesas no terco medio de lactacdo com média de producéo de leite
de 32,1 kg/dia no inicio do periodo experimental. Sendo assim, a utilizagdo de aminoacidos
complexados ou ndo ao 6leo ndo resultou em aumento na producdo de leite, sugerindo a

auséncia de deficiéncia em aminoacidos essenciais ou que 0s aminoacidos metionina e lisina
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ndo foram limitantes para este nivel de producgéo e/ou fase de lactacdo. Dessa forma tornou-se
dificil a avaliacdo da protecdo dos aminoacidos com o Gleo, uma vez que pode ndo ter
ocorrido deficiéncia dos aminoacidos e a maior disponibilidade de aminoacidos limitantes
para serem absorvidos no intestino delgado ndo promoveu mais estimulo para glandula
mamaria.

Os valores de producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura e de
producdo de leite corrigida para solidos totais, também, estdo descritos na tabela 5. As médias
de producéo de leite corrigida para gordura para a dieta O+LM foi de 25,3 kg/dia; para OLM
de 25,0 kg/dia; para OS de 26,6 kg/dia e para LM de 29,0 kg/dia. No contraste LIPIDEO, que
testa o efeito do dleo na presenca de lisina e metionina, observa-se que o 6leo na presenca de
aminoacidos reduziu em 3,9 kg/dia (P < 0,01)a producéo de leite corrigida para gordura. O
contraste AA mostra que o aminoacido na presenca do 6leo também reduziu a producao de
leite corrigida para gordura de 1,5 kg/dia (P < 0,05). No contrasteLIPXAA observa-se que o
6leo causou queda na producdo de leite corrigida para gordura de 2,4 kg/dia (P < 0,05)
guando comparado a suplementacdo com aminoacidos. O contrasteCOMPLEXO mostra que
ndo houve diferenca entre as diferentes formas de fornecer éleo, lisina e metionina nas dietas.

De acordo com resultados obtidos por Chilliard e Doreu (1997), a utilizacdo
de bleo de peixe associado a suplementagdo com metionina protegida também proporcionou
queda na producéo de leite corrigida para 4,0% de gordura.

Na dieta sem suplementacdo com o 6leo pode ter ocorrido maior sintese de
proteina microbiana, devido a maior disponibilidade de amido, ja que maior quantidade de
milho foi fornecida nesta dieta para correcdo do teor de energia. Sendo assim, mais
propionato foi disponibilizado no rimen proporcionando maior producdo de leite corrigida
para gordura.

O efeito das dietas testadas neste estudo sobre aproducdo de leite corrigida
para 3,5 % de gordura pode estar relacionado também ao efeito da suplementacdo com 6leo
diminuindo a concentracdo de gordura do leite.

A gqueda no teor de gordura de leite afetou ndo somente a producédo de leite
corrigida para gordura, mas também a producdo de leite corrigida para solidos totais, uma vez
que ambas as férmulas propostas para a correcdo desses dois valores consideram a producao
de gordura. A producdo de leite corrigida para solidos totais para as dietas O+LM; OLM; OS
e LM foram 26,9; 26,5; 27,8 e 29,9 kg/dia, respectivamente. Os resultados dos testes
contrastes para produgdo de leite corrigida para solidos totais foram semelhantes aos

apresentados para producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura. O 06leo na presenca de
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aminoacidos reduziu a produgdo de leite corrigida para solidos totais em 3,2 kg/dia (P <0,01),
a lisina e a metionina na presenca do 6leo reduziram a producdo de leite corrigida para sélidos
totais em 1,1 kg/dia (P < 0,10) e a presenca do 6leo em comparagdo a presenga de lisina e
metionina reduziu a producao de leite corrigida para solidos totais em 2,1 kg/dia (P <0,05). J&
o efeito de protecéo ndo alterou a producgdo de sélidos totais (Tabela 5).

Ainda na tabela 5 sdo apresentados os valores da composicdo do leite. As
médias do teor de gordura foram de 2,17%; 2,65%; 2,94% e 3,29%, respectivamente, para as
dietasO+LM;OLM; OS e LM. No contraste LIPIDEO observa-se que a presenca do 6leo
juntamente com lisina e metionina reduziu o percentual de gordura em 0,62 (P <0,01). Lisina
e metionina na presenca de 6leo (contraste AA) também reduziram o teor de gordura do leite
em 0,26 (P < 0,01). Quando se compara a suplementacdo de 6leo com a suplementacdo de
lisina e metionina (contraste LIPXAA) nota-se que a presenca do 6leo reduziu o percentual de
gorduraem 0,35 (P <0,01).

Esse efeito pode ser explicado através acdo do lipideo prontamente
disponivel no rimen sobre o metabolismo ruminal e a sintese de gordura do leite, ou seja, pela
teoria da biohidrogenacdo (Jenkins, 1993).Segundo esta teoria,as alteraces na fermentacédo
das dietas impedem a biohidrogenacdo dos &cidos graxos e resultam em abaixamento do pH
ruminal e elevadas concentracdes de acidos graxos do tipo trans(C18:2 e C18:1) no rimen
(Jenkins, 1993), que escapam da biohidrogenacdo ruminal (Harvatine et al., 2009). Os
isbmeros CLAtrans-10 cis-12, CLA trans-9 cis-11 e CLA trans-12 cis-10 vém sendo
relacionado a reducdo do teor de gordura em diversos estudos (Chouinardet al., 1999;
Baumgardet al., 2001;Oliveira et al., 2005; Harvatineet al., 2009) devido a sua relacdo inversa
com a concentracdo e producéo de gordura no leite (Chouinardet al., 1999; Baumgardet al.,
2001).

Lipidios de rapida disponibilidade ruminal como Gleos vegetais livres ou
sementes de oleaginosas processadas aumentam a disponibilidade imediata de lipideos
insaturados no ramen, reduzindo a capacidade de biohidrogenagdo pelos micro-organismos
(Mohamedet al., 1988). Neste experimento utilizou-se o éleo de soja, que possui liberacdo
rapida, adicionado separadamente da dieta total e fornecido uma vez ao dia, que pode ter
induzido queda na concentracdo de gordura do leite. Esse efeito ocorreu mesmo com a
utilizacdo de concentracdes de gordura na dieta preconizados pelo NRC (2001), ou seja,
abaixo de 5% da matéria seca da dieta.

Canale et al. (1990) testaram o efeito da suplementacéo de formas protegidas

de lisina e metionina juntamente com uma fonte de gordura (5,6% da matéria seca) na dieta de
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vacas leiteiras sobre produgédo e composic¢ao do leite. Oefeito combinado entre a gordura e o
aminoacido protegido sobre o teor de gordura e a producdo de leite foi maior que a adicdo
isolada de cada um, indicando efeito sinérgico desses suplementos. A suplementagdo apenas
com lisina e metionina protegida ou apenas com 06leo ndo afetaram o teor e nem a producéo de
gordura do leite.Resultado inverso foi encontrado no presente estudo, quando associou-se 6leo
com aminodcidos na dieta com 4% de extrato etéreo na matéria seca.

Chilliard e Doreau (1997) associaram o0 uso Oleo de peixe com metionina
protegida e ndo encontraram efeito da interacdo entre a suplementacdo de 6leo e metionina
protegida sobre a composi¢éo do leite. A suplementacéo de 6leo associada & metionina causou
reducdo no teor de gordura do leite sem alterar o de proteina. No entanto, o fornecimento
isolado de 6leo e de metionina protegida reduziu e ndo afetou o teor de gordura,
respectivamente. O extrato etéreo da dieta apds a adicdo do 6leo de peixe foi 3,6% na matéria
seca.

Os resultados para producdo de gordura diferem-se dos apresentados para
teor de gordura, pois sdo influenciados pela producédo de leite. A producdo média de gordura
para as dietas O+LM; OLM; OS e LM foram 0,93; 0,87; 0,91 e 1,06 kg/dia, respectivamente.
A presenca do 6leo juntamente com aminoacidos ou a presenga de aminoécidos juntamente
com Oleo ndo afetaram a producgdo de gordura. A comparacédo entre o fornecimento de 6leo, o
fornecimento de lisina e metionina e a comparacao entre as diferentes formas de fornecimento
do dleo, lisina e metionina também néo afetaram a producéo de gordura do leite (Tabela 5).

O teor de proteina médio para as diferentes dietas foi 3,30%, 3,33%, 3,26%
e 3,17 para as dietas O+LM, OLM, OS e LM, respectivamente. No contraste LIPIDEO
observa-se que o 6leo na presenca de aminoacido provocou aumento de 0,14% (P < 0,05) na
proteina do leite. A producdo média de proteina do leite para as dietas O+LM; OLM; OS e
LM foram, respectivamente, 1,04; 1,00; 0,99 e 1,07 kg/dia. No contraste LIPXAA, que
compara o efeito do dleo de soja com o de lisina e metionina, a producgdo de proteina do leite
apresentou aumento de 0,09 kg/dia (P < 0,10). A suplementacao com lisina, metionina e 6leo,
em ambas as formas de fornecimento ndo afetaram o teor e a producdo de proteina do leite
(Tabela 5). Portanto, a forma de fornecimento, seja ela top dressed ou TMR néo afetou nem a
produc@o nem a composic¢éo do leite.

Segundo o NRC (2001), o teor de proteina do leite € mais sensivel ao efeito
da suplementacdo com aminodcidos do que a producdo de leite. O aumento na produgdo de
proteina do leite em resposta a suplementagdo com lisina e metionina protegida parece ser

menos afetada pela fase de lactacdo no qual a suplementacdo foi iniciada (Socha et al., 2005).
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Armentano et al. (1997) adequaram a quantidade de lisina na dieta basal
fornecida em TMR e suplementaram com metionina protegida as dietas. Houve aumento na
producdo e concentracdo da proteina do leite, j& que a producdo ndo foi afetada pela
suplementacdo com os aminoacidos. A producdo de proteina do leite aumentou 4 g/g de
metionina adicionada na TMR.

Socha et al. (2005)obtiveram aumento no percentual de proteina do leite
qguando suplementaram lisina e metionina em dieta contendo 18,5% de proteina bruta. Quando
a suplementacdo foi feita em dieta com 16% de proteina bruta ndo houve resposta para a
producdo nem para o percentual de proteina do leite. Sendo assim, esses autores concluiram
que vacas no inicio da lactagdo recebendo dieta a base de milho séo responsivas ao aumento
do fornecimento intestinal de lisina e metionina dependendo da concentracdo de proteina
bruta da dieta, do fornecimento de proteina metabolizavel e da digestibilidade intestinal da
fracdo ndo degradavel no rimen da proteina suplementada.

Burgess et al. (1987)mostraram que a adi¢do de gordura na dieta de vacas
de leite provoca queda no percentual de proteina do leite. O mecanismo responsavel por essa
gueda ainda nao foi bem elucidado. Entretanto, a queda de percentual de proteina do leite
pode estar relacionada a diminuicdo no conteddo de caseina (Dunkley et al., 1977; DePeters
et al., 1985). Desta forma, segundo Canale et al. (1990), a suplementagdo com aminoacidos
protegidos poderia diminuir a queda do percentual da proteina do leite causada pela adi¢do de
gordura na dieta deruminantes, uma vez que, ao fornecerem apenas Oleo aos animais
observou-se queda no percentual de proteina de leite. No entanto, estes mesmos autores, ao
associarem a fonte de éleo com lisina e metionina ndo observaram o efeito de reducao sobre o
teor de proteina do leite. Com o fornecimento isolado de lisina e metionina protegida os
autores obtiveram aumento na percentagem de proteina do leite, sem quehouvesse alteracdo
na producao total de proteina do leite.

Chilliard e Doreau (1997) associaram 0 uso de metionina protegida com o
uso de 6leo de peixe e ndo obtiveram alteracdo na concentracdo e producdo de proteina do
leite.Segundo estes autores quando se adicionou apenas metionina protegida na dieta também
ndo se observou aumento na producédo de proteina do leite, embora tenha ocorrido aumento no
teor de proteina.

No presente estudo a suplementacdo com lisina e metionina ndo resultou em
elevacdo no teor de proteina do leite, j& que estes aminoécidos ndo foram fornecidos na forma
protegida. Ocorreu aumento no teor de proteina quando se adicionou 6leo na presenca de

lisina e metionina, independentemente da forma como esses foram adicionados na dieta (P <
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0,05).Sendo assim, observou-se que a utilizagcdo de aminoacidos complexados ou ndo ao 6leo
de soja promoveu aumento no percentual de proteina, sugerindo provavel deficiéncia em
aminoacidos essenciais e que pode ter ocorrido protecdo dos aminoacidos com a utilizacdo de
gordura, ou seja, a formacdo de um complexo protegido da degradacéo ruminal.

O teor e a producdo de lactose estdo descritos na tabela 5. As concentragcfes
médias de lactose para as dietasO+LM;OLM; OS e LM foram de 4,82%; 4,79%; 4,85% e
4,87%, respectivamente. A suplementacdo com 0leo na presenca de aminoacidos reduziu em
0,06 (P < 0,01)o teor de lactose. No contrasteAA, que testa o efeito de lisina e metionina na
presenca de Oleo, também se observa reducgdo no teor de lactose de 0,04 (P < 0,10). Segundo
Blum et al. (1999), as causas de alteracfes no percentual de lactose ndo séo obvias quando
aminoéacidos sdo suplementados na dieta.

Ao compararmos a dietaO+LM com a dietaOLM observa-se que néo
existem diferencas entre as respostas apresentadas por ambos, ou seja, o fornecimento de
6leo, lisina e metionina na dieta total ou como top dressed apresentou 0 mesmo efeito sobre a
producdo e a composicdo do leite (tabela 5).

Os dados para consumo de matéria secae calculos de eficiéncia de utilizacéo
de matéria seca e de nitrogénio encontram-se na tabela 6.

A ingestdo de matéria seca média foi de 23,3; 22,6; 22,9 e 23,4 kg por
vaca/dia, respectivamente, para as dietas O+LM; OLM; OS e LM. A suplementacdo com
lisina, metionina e 6leo, independente da forma de fornecimento, ndo afetaram o consumo dos
animais. Os contrastes estimados também néo diferiram para ingestdo de matéria seca durante

o periodo experimental (Tabela 6).

Tabela 6:Consumo de matéria seca e eficiéncia alimentar de vacas suplementadascom lisina e
metionina associados ou ndo com 6leo de soja

Dietas Estimativas dos contrastes
Variavel O+LM OLM OS LM EPM LIPIDEO AA LIPXAA COMPLEXO
IMS' kg/dia 23,3 226 229 234 0323 -045 0,01 -0,46 0,61
PL/IMS 1,37 140 138 1,41 0,031 -0,02 0,01 -0,03 -0,03
Nleite/Ncons. 0,25 0,25 0,25 0,26 0,009 -0,01 0,01 -0,02 0,00

T Célculo da ingestdo de matéria seca baseado na matéria seca a 65°C.

0O+LM = Controle; OLM = Aminoécidos complexado com 6leo; OS = Oleo de soja; LM = Lisina e metionina.
LIPIDEO = (XO"™ + X®™M);2 - X™: AA = (XO*™M + XOMy2 - XO%; LIPXAA = X% - X*™™: COMPLEXO =
XOHM _ XOM- EPM = Erro padrdo da média; IMS = Ingestdo de matéria seca; PL = Producdo de leite; N =
Nitrogénio.

*P<0,10
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No experimento de Socha et al. (2005), vacas Holandesas suplementadas
com lisina e metionina protegidas e que ingeriram dietas com 16 e 18,5% de proteina bruta no
inicio da lactacdo, produziam 44,9 kg de leite/dia consumindo 24,3 kg/dia de matéria seca.
Neste experimento o consumo medio de matéria seca de vacas com producéo diaria de 32,1
kg de leite foi de 23,1 kg de matéria seca, sendo o valor predito pelo NRC (2001) de 22,7
kg/dia. Portanto, houve grande aproximacéo (98%) do valor predito de consumo pelo NRC
(2001).

A eficiéncia de utilizacdo da matéria seca ndo foi afetada pelas dietas
experimentais. As médias das eficiéncias para as dietas O+LM; OLM; OS e LM foram 1,37,
1,40; 1,38 e 1,41 litros de leite produzidos por kg de matéria seca ingerida, respectivamente
(Tabela 6). A eficiéncia alimentar similar entre as dietas se deve a similar producéo de leite e
o similar consumo de matéria seca.

A eficiéncia alimentar ou eficiéncia de utilizacdo da matéria seca refere-sea
capacidade da vaca em transformar o alimento consumido em leite. Neste trabalho, as vacas
produziram, em média 1,39 kg de leite para cada quilo de matéria seca consumida. Na meta-
analise de Huhtanen e Hristov (2009), os valores médios para eficiéncia alimentar relatados
nos EUA e na Europa foram, respectivamente, 1,30 e 1,45 kg de leite/ kg de matéria seca
ingerida. As médias de producdo de leite dos animais considerados para obtencdo dos dados
americanos e europeus foram de 31,0 kg/dia e 25,4 kg/dia, respectivamente. Broderick (2003)
trabalhando com vacas Holandesas primiparas e multiparas com média de producédo de leite
de 34,0 e 44,0 kg/dia, respectivamente, e com dietas com 16,7% e 18,4% de proteina bruta,
encontrou valores médios deeficiéncia alimentar de 1,55 para dieta com 16,7% de proteina
bruta e 1,51 para dieta com 18,4% de proteina bruta.Ou seja, a eficiéncia alimentar reduziu
quando o teor proteico da dieta aumentou (P <0,05).

A eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio refere-se a capacidade de secretar
proteina no leite apartir do nitrogénio consumido na dieta. No estudo de Huhtanen e Hristov
(2009) tambem foi feita a meta-analise com trabalhos americanos e europeus sobre a
eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio. Foi observado valor de eficiéncia de utilizacdo do
nitrogénio de 0,247 para os dados americanos, considerando vacas com média de producédo de
31,4 kg de leite/dia e teor proteico na dieta de 17,8%; e valor de eficiéncia de 0,277 para 0s
dados europeus, que utilizaram vacas com média de producéo de 25,4 kg de leite/dia e teor
proteico da dieta de 16,5%. Estes autores demostraram que a concentracdo de proteina bruta
da dieta é o fator dietético mais importante sobre a eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio, e

que 0 aumento na producéo de leite pode aumentar a eficiéncia de utilizagcdo do nitrogénio.
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Broderick (2003) trabalhando com vacas Holandesas primiparas e
multiparas com média de producdo de leite de 34,0 e 44,0 kg/dia, respectivamentee dieta com
teor proteico de 16,7%, encontrou valor para eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio de 0,270.
No mesmo trabalho, quando o autor utilizou vacas com a mesma média de producdo, mas
dieta com teor proteico de 18,4% a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio reduziu para 0,239.
Ou seja, ao aumentar o teor de proteina bruta da dieta reduziu-se a eficiéncia de utilizacéo de
nitrogénio.

Socha et al. (2008) avaliaram a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio em
vacas recebendo metionina em trés diferentes fases da lactacdo. No pico da lactacdo, vacas
com producdo de 40,0 kg de leite e 18,8% de proteina bruta na dieta; no inicio da lactagéo,
vacas com producdo de 38,2 kg de leite e 17,6% de proteina bruta na dieta; € no meio da
lactacdo, vacas produzindo 34,5 kg de leite €16,2% de proteina bruta na dieta, apresentaram
eficiéncia de utilizacdo do nitrogéniode 0,31;0,28 e 0,29, respectivamente.

No presente estudo, para vacas produzindo média de 32,1 kg de leite/dia no
inicio do experimento e 17,4% de proteina bruta na dieta, o valor médio de eficiéncia de
utilizacdo do nitrogénio encontrado foi 0,25. Os valores médios para eficiéncia de uso do
nitrogénio para asdietas O+LM; OLM; OS e LM foram, respectivamente, 0,25;0,25;0,25 e
0,26. A eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio poderia ser aumentada disponibilizando maior
quantidade de nitrogénio na dieta

Os resultados obtidos para derivados de purina encontram-se na tabela 7. Os
valores médios para a relacdo alantoina/creatininaforamde 3,01; 3,07; 3,25 e 3,40 para as
dietasO+LM;OLM; OSe LM, respectivamente. No contraste LIPIDEO, que testa o efeito do
0leo na presenga de aminoacido, ocorreu redu¢do de 0,36 (P < 0,10) na relagdo
alantoina/creatinina. A adicdo de aminodacidos associados ou ndo ao 6leo ndo afetou a relacédo

alantoina/creatinina na urina.

Tabela 7: Derivados de purinas e relacdo alantoina/creatinina na urina de vacas suplementadas
com lisina e metionina associados ou ndo com 6leo de soja

Dietas EPM ] Estimativas dos contrastes
Variavel O+LM OLM O0OS LM LIPIDEO AA LIPXAA COMPLEXO
Alant/creatt 3,01 3,07 3,25 340 0,154 -0,36* -0,22 -0,15 -0,06
DP, mmol/l 19,59 19,42 19,79 20,98 0,522 -1,47** -0,29 -1,19* 0,17

! Relac#o alantoina/creatinina

O+LM = Controle; OLM = Aminoacidos complexado com 6leo; OS = Oleo de soja; LM = Lisina e metionina.
LIPIDEO = (XO™™ + XO™M)/2 - X™: AA = (XOMM + XOMy2 - XO5; LIPXAA = X% - X*™: COMPLEXO =
XOHM _ XO™M- EPM = Erro padréo da média; DP = Derivados de purina (alantoina mais &cido Grico).

* P<0,10

** P <0,05
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Anaélises de alantoina e creatinina em amostras spot de urina sdo usadas para
investigar, qualitativamente, a producdo de proteina microbiana a partir do ramen. Essa
técnica assume que as purinas que deixam o rimen sdo essencialmente de origem microbiana
(McAllan, 1982) e que existe relacdo positiva entre as purinas que deixam o rimen e a
excrecdo dos seus derivados (principalmente a alantoina para bovinos) na urina (Chen et al.,
1990). Dewhurst et al. (1996) sugeriram que a relacdo alantoina/creatinina de amostras de
urina spot possui potencial para ser usada como diagndstico a nivel de fazenda daproducdo de
proteina microbiana.

No experimento realizado por Cabrita et al. (2003), a relagdo
alantoina/creatinina para vacas Holandesas no meio da lactacdo, com producdo média de leite
de 29 kg/dia e recebendo 45% de volumoso a base de silagem de milho foi 3,82. No presente
estudo, utilizando-se vacas Holandesas com média de producdo de 32,1 kg/dia e recebendo
49% de volumoso a base de silagem de milho a média da relagdo alantoina/creatinina foi 3,18.

A concentracdo de derivados de purina média para as dietas O+LM;OLM;
OS e LM foram respectivamente, 19,59; 19,42; 19,79 e 20,98 mmol/l. A concentracdo de
derivados de purina, os quais derivam principalmente a partir do catabolismo das purinas
absorvidas de origem microbiana ruminal (Broderick, 2003), reduziu com a utilizagdo de 6leo
na presenca de lisina e metionina. No contraste LIPIDEO, que testa o efeito do 6leo na
presenca de aminoacidos, a queda na concentracdo de derivados de purina foi de 1,47
mmol/I(P < 0,05). No contraste LIPXAA a redugdo na concentragdo de derivados de purina foi
de 1,19 mmo/l (P < 0,10), quando comparou-se a adicdo de 6leo a adicdo de lisina e
metionina(Tabela 7).

A reducdo na concentracdo de derivados de purina e na relagdo
alantoina/creatinina na urina pode esta relacionada com a diminuicdo na formacéo de proteina
microbiana devido a menor fermentacdo ruminal (Broderick, 2003). No presenteestudo, o
consumo de matéria seca foi semelhante,mas a dieta LM disponibilizou maior quantidade de
energia para as bactérias, ja que o 6leo ndo é utilizado como fonte de energia para 0s micro-
organismos. Desta forma, a maior disponibilidade de amido no ramen pode ter possibilitado a
maior sintese de proteina microbiana na dieta LM. Porém, isso ndo refletiu em proteina do
leite.

A presenca do 6leo no rumen, fornecido separadamente da dieta total uma
vez ao dia,pode ter sido a causa da reducdona fermentacdo ruminal. A maior quantidade de

acidos graxos insaturados e triglicerideos no rumen podem causar alteragdes no balanco
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fermentativo ruminal através da supressdo das bactérias metanogénicas e celuloliticas (Van
Soest, 1994). A gordura pode inibir a digestdo e a fermentacdo no rimen e pode também
inibir o crescimento microbiano (Jenkins e Jenny, 1989).

As avaliacGes dos metabdlitos sanguineos encontram-se nas tabelas 9 e
10.Nao houve efeito das dietas experimentais sobre as concentracGes de glicose, proteinas
totais, albumina e nitrogénio ureico no plasma. Blum et al. (1999) mostraram que a
concentracdo de ureia no plasma ndo aumentou com a suplementacdo de metionina. Rulquin e
Delaby (1997) também mostraram que a suplementacdo com aminoacidos ndo afeta a
concentracdo de ureia no plasma. Esses mesmos autores discutem a concentracdo de glicose
no sangue e consideram que aminoacidos aumentam a glicose plasmatica quando vacas sdo
alimentadas com dietas de baixa energia, no entanto, ndo aumenta quando sdo alimentadas
com nivel ideal de energia na dieta.

Nos diferentes horérios de coleta do sangue observou-se diferenca na
concentracdo de alguns metabolitos sanguineos (Tabela 8). A concentracdo de glicose no
sangue foi maior no tempo zero que no tempo seis, sendo 53,38 e 48,75 mg/dl,
respectivamente. Ambos os valores encontram-se dentro do intervalo de normalidade para

concentracéo de glicose citado por Kaneko (1989), entre 45 e 75 mg/dl.

Tabela 8: Metabolitos do sangue em dois diferentes tempos de coleta emvacas suplementadas
com lisina e metionina associados ou ndo com 6leo de soja

Horario de coleta

Variavel T0 T6 Valor de P
Glicose, mg/dl 53,38 48,75 <0,0001
Proteinas totais, g/dl 7,65 7,73 0,4616
Albumina, g/dI 2,78 2,84 0,1676
NUP, mg/dl 18,91 21,99 < 0,0001

TO = Tempo de coleta zero hora ap6s a alimentacdo e 14 horas ap6s a ordenha; T6 = Tempo de coleta seis horas
apos a alimentacdo e seis horas ap06s a ordenha; NUP = Nitrogénio ureico no plasma.

A concentracdo de glicose no sangue é normalmente regulada pelos
hormbnios insulina e glucagon e segundo Judson e Leng (1973), € controlada pela
disponibilidade de precursores gliconeogénicos.Os principais substratos utilizados para a
sintese de glicose em ruminantes sdo propionato (Wiltrout e Satter, 1972) e aminoéacidos
gliconeogénicos (Heitmann et al., 1973). O jejum normalmente ndo resulta em hipoglicemia
(Smith, 1993), o que pode explicar os valores medios de glicose dentro do intervalo de

normalidade no tempo zero.
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A maior concentragdo de glicose no tempo zero pode ser explicada quando
se considera o tempo de ordenha, o intervalo de 14 horas entre a ordenha da tarde e da manha
implica em menor captacdo de nutrientes e extracao de glicose em contraste com ao intervalo
de seis horas, que ocorreu no tempo seis apés a alimentacéo.

A concentracdo do nitrogénio ureico no plasma foi maior no tempo seis que
no tempo zero(18,91 e 21,99 mg/dl, respectivamente) (Tabela 8). A literatura cita o pico de
nitrogénio ureico no plasma aproximadamente com quatro a seis horas apos a alimentacéao
(Butler, 1998) explicando a maior concentracdo no tempo seis, e isso € natural pela
degradacdo das fontes no riamen.

Concentracdo de ureia sanguinea tem sido empregada como indicador do
metabolismo proteico e esta diretamente relacionada aos teores proteicos da dieta e com a
relacdo energia:proteina da dieta (Gonzéales e Scheffer, 2002). Segundo Kaneko (1989), os
valores de referéncia para a concentragdo de nitrogénioureico no plasma varia entre 20 e 30
mg/dl.

Valadares et al. (1997), utilizando novilhos zebus alimentados com dietas
contendo 45% de concentrado e teores de proteina bruta variando de 7,0 a 14,5%, verificaram,
por meio de analise de regressao, que a faixa de concentragdo de nitrogénio ureico no plasma
de 13,52 a 15,15 mg/dl correspondeu & méxima eficiéncia microbiana e, provavelmente,
representaria o limite a partir do qual estaria ocorrendo perda de proteina para esses animais.
Socha et al. (2008), utilizando vacas Holandesas no meio da lactacdo com producdo média de
35,1 kg de leite por dia e ingerindo uma dieta com 16,2% de proteina bruta contendo 5 g de
metionina, obtiveram valores de nitrogénio ureico no plasma de 13,3 mg/dl.

No presente estudo foram utilizadas vacas Holandesas com dias em lactagéo
médio de 100 dias de lactacdo com média de producéo de leite de 32,1 kg/dia ingerindo uma
dieta suplementada com 50 g de metionina e com 17,4% de proteina bruta.A concentracdo de
nitrogénio ureico plasmatico no tempo zeroe no tempo seis apo6s alimentacdo foi de 18,91 e
21,99 mg/dl,respectivamente, podendo indicar excesso de proteina bruta na dieta.

Na tabela 8 estdo descritos também as concentracdes séricas medias de
proteinas totais e albuminas. A concentracdo de proteina total no tempo zero foi 7,65 g/dl e no
tempo seis foi 7,73 g/dl. A concentracdo de albumina no tempo zero foi 2,78 g/dl e no tempo
seis foi 2,84 g/dl. Nao houve diferenca dessas concentracdes entre os diferentes tempos de
coleta de sangue.

Os dados de diferenca arteriovenosa e de extracdo de glicose encontram-se

na tabela 9. A diferenca arteriovenosa quantifica a concentracéo de glicose disponivel para ser
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captada pela glandula mamaria. Os valores médios da diferenca arteriovenosa foram 12,08;
13,33; 10,83 e 13,42 mg/dl, respectivamente para as dietasO+LM;OLM; OS e LM. No
contraste AA, o aminoacido na presenca de 6leo aumentou a diferenca arteriovenosa em 1,87
(P <0,10). No contrasteLIPxAAa diferenca foi de 2,58 mg/dl (P < 0,05) quando comparou-se
a suplementacdo de 6leo com a suplementacao de lisina e metionina.

Os valores médios para a extracdo de glicose para a dieta O+LM foram de
21,97%; para OLM de 24,37%; para OS de 20,00% e para LM de 24,42%. No contraste AA,
0 aminoacido na presenca de 6leo aumentou a extracdo de glicose em 0,03 mg/dl (P < 0,10).
No contraste LIPxAA a extragdo foi reduzida 0,04 mg/dl (P < 0,05) quando comparou-Se a
suplementacédo de 6leo com a suplementacéo de lisina e metionina (Tabela 9).

Tabela 9:Diferenca arteriovenosa e extracdo de glicose na glandula mamaria de vacas
suplementadas com lisina e metionina associados ou ndo com 6leo de soja

Dietas EPM Estimativas dos contrastes
Variavel O+LM OLM 0OS LM LIPIDEO AA LIPXAA COMPLEXO
- 1
DIt. AV® 1508 1333 10,83 1342 0906 -071 187% -2.58%* 1,25
glicose
Extragdo 51 97 9437 2000 2442 0017 -001 003* -0,04* -0,02
glicose; %

! Diferenca arteriovenosa

O+LM = Controle; OLM = Aminoécidos complexado com 6leo; OS = Oleo de soja; LM = Lisina e metionina.
LIPIDEO = (X°"™ + XOMy/2 - X™M: AA = (XOM + XOHMy2 - XO%: LIPXAA = X% - X"M: COMPLEXO =
XOtM _ XO™M- EPM = Erro padréo da média.

* P<0,10

** P <0,05

A dieta OS em comparacdo a dieta LM (contraste LIPXAA) e a média da
dieta O+LM com a dieta OLM em comparagéo a dieta OS (contraste AA), mostram que a
dieta OS apresenta menor diferenca arteriovenosa e menor extragdo de glicose. Uma possivel
explicacdo para essa reducdo é o efeito do 6leo sobre a fermentacao ruminal podendo alterar o
perfil de &cidos graxos no rumen e, entdo, interferindo na disponibilidade de glicose para o
animal. O resultado do contraste LIPXAA é condizente com os dados encontrados para
derivados de purina na tabela 8. A presenca do 6leo reduziu a concentracdo de derivados de
puring, refletindo na sintese de proteina microbiana, quando comparado a presenca de lisina e
metionina.

Neste trabalho a taxa de extracdo média de glicose foi 22,7%, enquanto
Varvikko et al. (1999)observaram taxa de extragdo media de glicose de 20,3% e Vanhatalo et
al. (1999) de 25,3%.
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Nos dados apresentados dos metabdlitos do sangue também se observou
provavel auséncia de protecdo do Oleo sobre os aminoacidos. A biodisponibilidade dos
aminoacidos complexados ou ndo com o 6leo poderia ser determinada atraves da dosagem dos
aminoacidos no plasma. A anélise dos dados de biodisponibilidade permite avaliar a protecédo
ruminal da fonte utilizada ou a absor¢éo da fonte utilizada no intestino delgado (Blum et al.,
1999), ou seja, a realizacdo do aminograma, que possibilita essa anélise mais detalhada dos

aminoéacidos do plasma, permitiria concluir sobre a protecdo dos aminoacidos.

5. CONCLUSAO

A associacdo do 6leo com lisina e metionina ndo se justifica quando se
busca aumento na producdo de leite, mas pode ser justificada quando existir interesseno
aumento do percentual de proteina do leite.

A utilizacdo do 6leo de soja associado a aminoacidos para protegé-los da
degradacdo ruminal pode ter sidoeficiente no presente estudo, ja que independentemente da
forma de associagdo da lisina, metionina e 6leo os efeito sobre a producdo de leite e

percentual de proteina do leite foram os mesmos.
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6. ANEXO

Tabela 1. Analise bromatologica e composi¢ao de aminoacidos dos alimentos

Parimetros Silagem de milho Polpa de Milho Farelo de
V1 V2 V3 V4 citrus moido soja
MS 28,29 30,26 26,09 28,95 88,80 87,29 88,54
PB 841 7,48 1051 8,60 5,12 8,60 46,41
EE 265 828 7,02 542 2,40 5,95 2,12
FDA 30,46 29,99 36,10 30,99 24,00 2,78 7,18
FDN 51,47 43,13 48,23 42,54 35,10 24,85 16,48
MM 5,13 - - - 7,60 1,52 6,58
Ca 0,14 - - - 2,38 0,02 0,30
P 0,19 - - - 0,08 0,26 0,59
(% AA na PB)
Aminograma
Alanina 0,72 030 0,38 0,38 0,24 0,71 2,08
Arginina 0,16 0,03 0,08 0,03 0,20 0,43 3,65
Ac. Aspartico 053 0,16 0,23 0,13 0,39 0,57 5,55
Glicina 0,36 0,16 019 0,16 0,20 0,32 2,01
Isoleucina 031 0,10 0,11 0,13 0,16 0,29 2,04
Leucina 0,73 0,26 034 0,29 0,29 1,08 3,40
Ac. Glutamico 094 036 042 0,35 0,39 1,65 8,82
Lisina 0,24 0,10 0,11 0,06 0,14 0,24 2,95
Cistina 0,03 0,00 0,00 0,00 0,04 0,07 0,54
Metionina 0,00 0,00 0,04 0,03 0,01 0,18 0,59
Fenilalanina 032 013 0,19 0,113 0,19 0,43 2,20
Tirosina 0,20 0,07 0,11 0,06 0,24 0,35 1,90
Treonina 0,20 0,07 0,08 0,06 0,11 0,27 1,76
Triptofano 0,04 - - - 0,15 0,04 0,49
Prolina 055 0,23 030 0,25 0,51 0,77 2,29
Valina 042 020 0,27 0,19 0,19 0,41 2,08
Histidina 0,15 0,07 0,08 0,06 0,08 0,24 1,22
Serina 0,23 0,07 0,11 0,06 0,23 0,43 2,43
Soma aminoacidos 6,23 237 301 242 3,75 8,51 46,00

V1 = Silagem de milho utilizada no primeiro periodo; V2 = Silagem de milho utilizada no segundo periodo; V3
= Silagem de milho utilizada no terceiro periodo; V4 = Silagem de milho utilizada no quarto periodo.

MS = matéria seca; PB = proteina bruta; NDT = nutrientes digestiveis totais; FDN = fibra insollivel em
detergente neutro; FDA = fibra insollivel em detergente acido; MM = matéria mineral; Ca = célcio; P = fosforo;

AA = aminoéacidos.
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Tabela 2:Efeito da suplementacdo de dietas de vacas suplementadas com lisina e metionina
associados ou ndo com 6leo de soja no consumo e valores de eficiéncia

Dietas EPM ] Estimativas dos contrastes
Variavel O+LM OLM OS LM LIPIDEO AA LIPXAA COMPLEXO
Cons. PB 4,03 3,90 3,97 4,02 0,058 0,06 -0,10 0,16 0,23
Cons. N 0,64 0,63 0,64 0,64 0,009 0,01 -0,02 0,03 0,04
Cons. FDN 8,30 8,05 8,24 8,37 0,117 -0,19 -0,06 -0,13 0,24
Cons. EE 0,92 090 092 0,70 0,014 0,21*** 0,17 0,22*** 0,02
Pleite/PBcons. 0,26 0,26 0,25 0,27 0,010 -0,01 -0,00 -0,01 -0,01

O+LM = Controle; OLM = Aminoécidos complexado com 6leo; OS = Oleo de soja; LM = Lisina e metionina.
LIPIDEO = (X°™™ + XOtMy/2 - X"™M: AA = (XOM + XOtMy2 - XO%: LIPXAA = X% - X"M: COMPLEXO =
XOHM _ XOM- EPM = Erro padrdo da média; P = Proteina do leite; PB = Protefna bruta; N = Nitrogénio; FDN =

Fibra em detergente neutro.
**% P <(,01

Tabela 3:Avaliacdo de cido Urico, creatina e alantoina de vacas suplementadas com lisina e

metionina associados ou ndo com 6leo de soja

Dietas EPM Estimativas dos contrastes
Varidvel O+LM OLM OS LM LIPIDEO AA LIPxAA COMPLEXO
ACUICO, 219 224 222 267 0105 -045%** -000 -045%*%  -0,04
mmol/I
Creatining, ;g 569 560 561 0212 028 030 -0,01 0,01
mmol/I
Q'rf]r(‘)tl‘;l'”a’ 17,39 17,18 17,57 1830 0,518 -1,02*  -0,28 -0,74 0,21

O+LM = Controle; OLM = Aminoécidos complexado com 6leo; OS = Oleo de soja; LM = Lisina e metionina.
LIPIDEO = (X°™™ + XOMy/2 - X™M: AA = (XO™M + XOHMy2 - XO%: LIPXAA = X% - X"M: COMPLEXO =

XOHM _ XO™M- EPM = Erro padréo da média.
* P<0,10
*kx P <(,01
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