S ‘INSdN/Z9dd

10 SINT VINIT

V4

INe

ap ©1S0D Bp 0

LTOC ‘8NSsN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

Luis Otavio da Costa de Lima

LISINA E METIONINA NA DIETA DE VACAS DE ALTA PRODUCAO
MANTIDAS EM PASTAGENS DE AZEVEM (Lolium multiflorum Lam.) E
SUPLEMENTADAS COM CONCENTRADO DE BAIXO TEOR PROTEICO

Santa Maria, RS
2017



Luis Otavio da Costa de Lima

LISINA E METIONINA NA DIETA DE VACAS DE ALTA PRODUCAO
MANTIDAS EM PASTAGENS DE AZEVEM (Lolium multiflorum Lam.) E
SUPLEMENTADAS COM CONCENTRADO DE BAIXO TEOR PROTEICO

Dissertacdo apresentada ao Curso de POs-
Graduagdo em  Zootecnia, Area de
concentracdo em Producdo Animal, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM,
RS), como requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Zootecnia.

Orientador: Prof° Dr. Julio Viégas

Santa Maria, RS
2017



Luis Otavio da Costa de Lima

LISINA E METIONINA NA DIETA DE VACAS DE ALTA PRODUCAO
MANTIDAS EM PASTAGENS DE AZEVEM (Lolium multiflorum Lam.) E
SUPLEMENTADAS COM CONCENTRADO DE BAIXO TEOR PROTEICO

Dissertacdo apresentada ao Curso de Poés-
Graduacdo em  Zootecnia, Area de
concentragdo em Producdo Animal, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM,
RS), como requisito parcial para obtencéo do
grau de Mestre em Zootecnia.

Defesa em 26 de Janeiro de 2017

Julio Viégas, Dr. (UFSM)
(Orientador)

Rogério Félha Bermudes, Dr. (UFPel)

Gilmar Alberto Meinerz, Dr. (UFFS)

Santa Maria, RS
2017



AGRADECIMENTOS

Toda e qualquer conquista é realizada e obtida a varias maos. O projeto desta pos-
graduacdo é um sonho pessoal antigo e que com ajuda de muitos colegas e amigos foi
possivel.

Agradeco aos meus pais, Gelson e Silvana, pela educacdo, formacgdo e conceitos
passados, além do apoio na escolha profissional e sdo eles minhas referéncias pessoais, de
conduta, posicionamento e integridade, com orgulho.

As manas Dani e Fran, e aos cunhados Angelo, Luisa e Janior, e ao afilhado
Theodoro, que sdo razdo de alegria e é para rever e voltar para esta familia barbara que todo o
trabalho se justifica a cada manha, pois este é sem davida, o0 bem maior!

A mulher da minha vida, Laura, pelo enorme carinho e apoio desde a decisdo de
participar do processo de sele¢do, vibrando comigo coma noticia da aprovacdo, além da
gigante paciéncia e compreensdo que foram fundamentais para a condugéo e elaboracgéo de
todo o projeto.

Agradeco a CCGL, através da direcdo, pela aposta e suporte neste processo, em
especial ao chefe e amigo Jair Melo que foi um entusiasta e determinante para que tudo
pudesse ser executado em paralelo com os deveres do dia a dia.

Agradeco também aos colegas e amigos do Tambo Experimental, Rudinei, Claudio,
Vitor, Ari, Joanito, Orlando, Ricardo e Alessandro, equipe esta que jamais exitou nos desafios
propostos e conduziu com perfei¢do todos os procedimentos inerentes ao experimento. Nao
menos importantes, os colegas da Difusdo Jader e Michel, que também cooperaram muito no
processo, encarando viradas de noite monitorando e coletando material para as avaliagdes, e a
Leticia, que ndo pode contar comigo em muitos momentos em que minha dedicacdo estava
toda voltada as demandas da pds graduacdo. A equipe do Suprimento, que organizou
amostras e resultados, em especial a Silvana e Ariane, e sempre estiveram auxiliando na busca
de dados junto ao laboratdrio e de metodologias de anélises.

Ao amigo Wagner Beskow, referéncia profissional, responsavel pela minha decisao de
viver e pesquisar producdo de leite, que me mostrou um modelo de trabalho de encher os
olhos, de muito pasto, muito leite e acima de tudo muita satisfagdo! Uma amizade e divida
que vou levar para a vida, um colega que nunca olhou relogio, tampouco calendario sempre
que precisei de um costado.

Agradeco com entusiasmo ao professor e orientador Dr. Julio Viégas, que acreditou e

me deu a oportunidade de ingressar no programa de Pos Graduacdo em Zootecnia da UFSM,



e com paciéncia, entendeu algumas limitag6es que dificuldades que existiram pelo desafio de
conciliar o projeto com o trabalho, mas sempre esteve disposto a dividir os ensinamentos e
com certeza os resultados obtidos ao longo destes dois anos e meio s6 foram possiveis pelo
seu suporte e amizade.

Por fim a UFSM que abriu as portas para que tudo isso fosse possivel e aos
professores, que a cada dia contribuem para a formagdo de profissionais que possam
transformar positivamente o setor agropecuario do nosso pais.

A todos, meu muito obrigado!



“Sistemas  forrageiros eficientes nao
acontecem por acaso, eles séo planejados!”

(Southern Forages)



RESUMO

LISINA E METIONINA NA DIETA DE VACAS DE ALTA PRODUCAO MANTIDAS
EM PASTAGENS DE AZEVEM (Lolium multiflorum Lam.) E SUPLEMENTADAS
COM CONCENTRADO DE BAIXO TEOR PROTEICO

AUTOR: Luis Otavio da Costa de Lima
ORIENTADOR: Julio Viégas

Neste trabalho, avaliou-se os efeitos da adicdo dos aminoacidos essenciais L-lisina e DL-
metionina na dieta de vacas em lactagdo, mantidas em pastagens de azevem anual e
suplementadas com concentrado de baixo teor proteico. Foram utilizadas 20 vacas da raga
holandesa em um delineamento experimental crossover (2x2), submetidas a dois tratamentos
e dois periodos. Ambos tratamentos receberam dietas iguais, com excecdo da inclusdo ou ndo
de 20 e 60g dos aminoéacidos lisina e metionina, respectivamente, buscando atingir os niveis
de 6,92% de lisina e 2,34% de metionina na proteina metabolizavel, sugeridos pelo Cornell
Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS). N&do foram encontradas diferencas
significativas para producdo de leite (36,19 vs. 35,97kg), producdo total de proteina bruta
(1,14 vs. 1,15kg) e de lactose (1,62 vs. 1,66kg), teor de caseina (2,55 vs. 2,55%), contagem de
células somaticas (309 vs. 363cél.mL™), nitrogénio ureico no leite (12,40 vs. 12,15mg.dL™?) e
ureia no sangue (25,01 vs. 25,09mg.dL™) para os grupos controle e com adicdo de lisina e
metionina, respectivamente. O grupo que recebeu a suplementacéo apresentou menor teor de
gordura no leite (3,58 vs. 3,39%), mas igual volume de gordura produzido (1,29 vs. 1,21kg),
ndo interferindo na producédo de leite quando esta variavel foi corrigida para 4% de gordura
(33,8 vs. 32,6kg). O teor menor de gordura fez com que o teor de solidos totais fosse menor
no grupo que recebeu os aminoacidos (12,56 vs. 12,26%), embora este tenha apresentado teor
igual de proteina (3,17 vs. 3,20%) e superior de lactose (4,48 vs. 4,61%). Os animais que
receberam os aminoacidos também apresentaram teores inferiores de creatinina no sangue
(0,74 vs. 0,89mg.dL™) sugerindo uma mobilizacio menor de tecidos musculares, embora
tenham apresentado niveis semelhantes de ureia na urina (264,15 vs. 351,30 mg.dL™) e
creatinina na urina (42,46 vs. 38,04mg.dL™). O fornecimento dos aminoécidos lisina e
metionina protegidos na degradacdo ruminal, ndo influenciou a producdo total de leite, mas
sim sua composicao, além de reduzir os niveis de creatinina sérica.

Palavras-chave: aminoacidos, lisina, metionina, leite, pastagem temperada.



ABSTRACT

LYSINE AND METHIONINE TO HIGH YIELDING COWS GRAZING
ANNUAL RYEGRASS (Lolium multiflorum Lam.) AND RECEIVING A LOW
PROTEIN CONCENTRATE MEAL

AUTHOR: Luis Otavio da Costa de Lima
ADVISOR: Julio Viégas

Current research looked into the effects of supplementing essential amino acids L-lysine and
DL-methionine to lactating dairy cows, grazing annual ryegrass and receiving a low protein
concentrate meal. Twenty Holstein cows were managed in a 2x2 crossover experimental
design, with two treatments and two periods. Cows received the same diet in both treatments,
except for the inclusion of 20g lysine and 60g methionine in one treatment. This aimed at
supplying 6.92% and 2.34% of the metabolizable protein in lysine and methionine,
respectively, as suggested by the Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS). No
significant differences were found in milk (36,19 vs. 35,97kg), total crude protein (1,14 vs.
1,15kg) and lactose (1,62 vs. 1,66kg) yields, casein content (2,55 vs. 2,55%), somatic cell
count (309 vs. 363cél.mL™), milk urea nitrogen (12,40 vs. 12,15mg.dL™"), and blood urea
(25,01 vs. 25,09mg.dL™) for the control and the amino acid supplemented treatments,
respectively. The amino acid supplemented treatment presented a lower milk fat content (3,58
vs. 3,39%), but no differences yield (1,29 vs. 1,21kg), which led to the same 4% milk fat
corrected milk yield (33,8 vs. 32,6kg). The lower milk fat content resulted in a lower total
milk solids content (12,56 vs. 12,26%) in the amino acid supplemented treatment, in spite of
this treatment presenting similar crude protein (3,17 vs. 3,20%) and lactose (4,48 vs. 4,61%)
contents. Animals receiving the amino acid supplementation also presented lower creatinine
blood (0,74 vs. 0,89mg.dL™) suggesting a lower muscle tissue mobilization, in spite of their
similar urine urea nitrogen test (264,15 vs. 351,30 mg.dL™) and urine creatinine (42,46 vs.
38,04mg.dL™). Rumen-protected lysine and methionine supplementation did not affect milk
yield but did affect milk composition and reduced serum creatinine.

Keyword: Amino acids, lysine, methionine, milk, temperate pasture.
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1. CONSIDERACOES GERAIS

1.1. Introducéo

Com o aumento da interacdo entre paises e mercados, produtores e consumidores, 0
cenario mercadoldgico de producdo de leite tem apresentado oscilagfes cada dia mais
dependentes do cenario econdbmico mundial o que inclui variagdes cambiais, exigéncias de
mercados compradores e acOes politicas, em detrimento as simples oscilagbes climaticas.
Diante destes argumentos, é possivel constatar que crescentes desafios tém sido impostos a
producdo de leite em todo o mundo, exigindo assim maior eficiéncia que permita maior
estabilidade produtiva, além da elevacdo da rentabilidade na atividade.

Silva et al.(2008) comparando diferentes niveis de suplementacdo para a producao de
leite, concluiu que os custos sdo sensivelmente reduzidos quando se consegue manter
rebanhos produtivos a base de pastagens, utilizando-se recursos forrageiros de boa qualidade.

Economicamente, 0 sistema mais dependente da pastagem apresentou um custo
sensivelmente menor e melhor resultado, além de que este modelo permite maior flexibilidade
guanto a inversdo de sistemas de producdo, podendo ser intensificado ou desintensificado,
dependendo da conjuntura econémica.

Entre os mecanismos que interferem neste nivel de intensificagdo, o uso de nitrogénio
se caracteriza como um dos mais importantes, visto que a deficiéncia do nutriente na planta
resulta em gqueda acentuada na capacidade de suporte e ganho animal (Rocha et al., 2002).

Traduzindo em niimeros, altas doses de adubag&o nitrogenada, entre 200 e 500 kg.ha™,
s30 necessérias para permitir taxas de lotacdo de 6 a 10 vacas.ha™ durante a estac&o chuvosa,
de 6 a 7 meses (Santos et al., 2005). Pellegrini et al. 2010, encontraram valores de PB de
21,21% em azevém anual submetidos a diferentes doses de adubacdo nitrogenada, o que, de
forma geral, supera a necessidade de vacas em lactagdo que necessitam consumir uma dieta
com 14 a 18% de PB, garantindo o aporte necessario do nutriente (NRC, 2001).

Neste sentido, em sistemas onde através da forragem se obtém grande aporte de
proteina, a suplementacdo de dietas para vacas de alta producdo pode ser basicamente
composta por carboidratos, em especial 0 amido, que serd o precursor gliconeogénico da dieta
destes animais. Esta suplementagdo ir4 permitir um balango adequado de Energia
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Metabolizavel (EM) e Proteina Metabolizdvel (PM), de acordo com as exigéncias
apresentadas no NRC 2001.

Ribeiro Filho & Fischer Sbrissia (2012), apontam que o uso de concentrados
energéticos tem como proposito sincronizar o aporte de nitrogénio e energia, para 0
crescimento microbiano, com reducdo nas perdas ruminais de N e aumento no fluxo de
nutrientes para o intestino delgado. Entretanto, Yang et al. (2010) afirma que os estudos
conduzidos com o objetivo de melhorar a sincronia na disponibilidade de nutrientes para 0s
microrganismos ruminais tém apresentado resulta dos contraditérios, sugerindo que o
conceito de sincronia de nutrientes deve ser melhor investigado antes de aplicado as situaces
de campo. Neste contexto, existe o desafio da utilizagdo dos atuais modelos de predicdo de
dietas, visto que estes sdo desenvolvidos com base em estudos conduzidos em dietas
totalmente misturadas em rebanhos confinados.

A Proteina Metabolizavel é composta pelo aporte de aminoacidos fornecidos pela
proteina microbiana sintetizada no rumen, pela proteina oriunda da dieta, que ndo foi
degradada no ambiente ruminal (PNDR) e pela proteina enddgena, que sdo oriundas de
descamacdo e tecidos reciclados do proprio animal (CHALUPA, 1975).

Contudo, além do correto balanceamento de energia e proteina da dieta, diversos
estudos tem demonstrado a necessidade de um correto balan¢co de aminoacidos,
principalmente lisina e metionina, que sdo os primeiros aminodcidos limitantes para a
producdo de leite e proteina do leite (NRC, 2001; SCHWAB et al.,1992). O correto
balanceamento desses aminoacidos eleva a eficiéncia do uso da proteina metabolizavel para a
producdo de proteina do leite, o que permite o fornecimento de dietas com menores teores de
proteina bruta, permitindo uma maior eficiéncia do uso do nitrogénio, com menores riscos de
fornecimento em excesso aos animais e menor risco de contaminacdo ambiental, sem afetar
negativamente os niveis produtivos (DINN et al, 1998; LEE et al., 2012).

Tanto lisina quanto metionina foram identificadas como limitantes quando vacas em
lactacdo foram alimentadas com dietas sem ou com uma minima suplementacdo proteica
(SCHWAB et al, 1976). Este nivel reduzido de suplementacdo proteica caracteriza o sistema
de producdo de leite no inverno do Rio Grande do Sul como potencialmente deficiente na
disponibilidade de ambos os aminoacidos, visto que a suplementacdo €& basicamente
energética.

Além das questbes supracitadas, os perfis de lisina e metionina na proteina de quase a

totalidade das fontes comerciais séo inadequados, o que dificulta o balanceamento de ragdes
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que atendam os niveis adequados destes AAE na proteina metabolizavel para animais de alta
producdo, sem o uso de aminoacidos protegidos na degradagdo ruminal (SANTOS, 2006).

1.2. Hipdteses

Quando utilizada em vacas, pastejando gramineas temperadas e recebendo
concentrado sem fontes proteicas, e que apresentam elevado requerimento em funcdo da
producdo, a suplementacdo dos amino&cidos lisina e metionina, se protegidos da degradacéo
ruminal, contribuem para a elevagdo da produgdo e afetam a composicdo do leite, além de

elevarem a eficiéncia da utilizacdo do nitrogénio pelo animal.

1.3. Objetivos

Obijetivo geral

Avaliar os efeitos da suplementacao de dos aminoacidos lisina e metionina para vacas de alta
producdo mantidas em pastejo de azevem anual e suplementadas com silagem de milho e
concentrado de baixo teor proteico.

Obijetivos especificos

e Avaliar o efeito do ajuste do balanco de lisina e metionina da dieta na producgéo
de leite;

e Auvaliar as alteracdes fisico-quimicas do leite produzido a partir de dietas com
balango adequado de lisina e metionina;

e Auvaliar a eficiéncia de utilizacdo da proteina metabolizavel em vacas com dietas

com adequado balancgo de lisina e metionina;



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sistema de producdo baseado em pastagens temperadas e suplementacdo

energética

Sistemas de producédo de leite com base em pastagens vém novamente despertando o
interesse de produtores em diversas regides do mundo, especialmente de climas temperados e
subtropicais do mundo, resultado de precos baixos, remocéo de subsidios e tarifas, bem como
elevacdo no custo da mao de obra, equipamentos e preocupagdes ambientais e de bem estar
animal associados a sistemas mais intensivos de producdo (DILLON, 2006).

Nos sistemas intensivos de producdo de leite a pasto, 0 manejo correto da fertilidade
do solo é o ponto de partida para o sucesso na atividade (MARTINS et al., 2004). A melhoria
da fertilidade do solo aumenta a produtividade das pastagens e permite intensificar a sua
utilizacdo com maior da taxa de lotacdo animal (LUGAO et al., 2003).

Para os teores de fdésforo e potassio utilizou-se de uma proposta elaborada por Fiorin et
al. (2012) a partir dos dados adquiridos em Schlindwein (2003). Neste estudo foram utilizados
experimentos conduzidos por diferentes instituicbes, em varios solos, com diferentes épocas
de cultivo, tempo de conducdo, delineamento experimental e tratamentos. Foram utilizados 35
experimentos, com doses de P (18) e K (17), de diferentes regibes do Rio Grande do Sul,
permitindo re-calibrar os teores criticos de P e K do solo. Com base nos resultados relatados e
discutidos em Schlindwein (2003), Fiorin et al. (2012) apresenta proposta de novas faixas de
interpretacdo dos teores de P e K no solo, que estdo sendo usadas desde 2008 no sistema
cooperativo do Rio Grande do Sul.

Neste mesmo raciocinio, Schlindwein (2003) sugere doses maiores que as
recomendadas pela Comisséo... (2004) e estas, podem aumentar mais rapidamente os teores
de fosforo e de potassio do solo e a produtividade das culturas. Seus estudos indicaram a
necessidade de teores criticos de fosforo e de potassio maiores no sistema plantio direto do
que os sugeridos pela Comisséo... (2004) o que otimizaria a eficiéncia dos fertilizantes.

Ball e Lacefield (2011) definem o azevém anual (Lolium multiflorum Lam.) como uma
espécie de facil estabelecimento e extremamente versatil, por se adaptar em uma ampla gama
de tipos de solo. Caracteriza-se por uma graminea frondosa, que produz forragem altamente

palatavel, que muitas vezes excede 70% de digestibilidade e 20% de proteina bruta na matéria
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seca. Estas caracteristicas permitem que o0s animais atinjam niveis de ingestdo
excepcionalmente altos e que resultam em excelente desempenho animal.

Neste mesmo contexto, Clark e Kanneganti (1998) caracterizam pastagens para alta
produtividade como “jovens e exuberantes”, apresentando de 18 a 24% de matéria seca, 18 a
25% de proteina bruta, 40 a 50% de fibra em detergente neutro e 1,53 a 1,67 Mcal.kg MS™.
Transformando isto em potencial, segundo o NRC (2001), uma vaca de 600kg, na terceira
lactacdo e com 60 dias de parida e produzindo 30kg de leite.dia-1, apresenta uma necessidade
de 10,958Mcal.dia™ para mantenca e 19,930Mcal.dia™ para producéo. Se considerarmos a
forragem citada anteriormente, seria necessaria a ingestdo de 18,5 a 20,18kg de matéria seca
de pasto por dia, ou 1,23 a 1,68% do peso corporal em FDN, o que segundo o modelo de
predicdo ndo seria possivel.

Buscando maiores producges, fica evidente a necessidade de suplementacdo dos
animais com alimentos concentrados, e foi neste contexto que Bargo et al. (2002) conduziram
um estudo, onde vinte vacas Holandesas multiparas (quatro delas fistuladas) foram divididas
em 4 grupos para avaliar o efeito da suplementacdo com concentrado (1kg para 4kg de leite)
guando em pastejo, submetidas a duas ofertas distintas de forragem (25 vs. 40kg.MS.vaca
! dia™). Verificaram que a suplementagdo com concentrado reduziu a ingestdo de matéria seca
de pasto em 2,0kg.dia™* em baixa oferta (17,5 vs. 15,5 kg.dia™) e 4,4kg.dia™® em alta oferta
(20,5 vs. 16,1 kg. ™).

Quando avaliaram a taxa de substitui¢cdo, em baixa oferta de forragem foi de 0,26kg de
pastagem.kg de concentrado™, menor do que em alta oferta, que foi de 0,55kg de pasto.kg de
concentrado™. A ingestéo total de matéria seca de ambos os tratamentos suplementados foi
em média de 24,4kg.dia™ e a producéo de leite de 29,8kg.dia™*, bem superior aos tratamentos
ndo suplementados que foram de 19,1 e 22,2kg de leite.vaca™.dia™ em baixa e alta oferta de
pastagem, respectivamente, gerando uma resposta em leite a suplementacdo concentrada de
1,36 e 0,96kg de leite. kg de concentrado™ para ambas ofertas, baixa e alta, respectivamente.

Os autores ainda relacionam a substituicdo aos efeitos associativos negativos no rimen
(reducdo do pH ruminal, da taxa de digestdo da pastagem e da digestibilidade da FDN) e a
reducdo no tempo de pastejo, sendo este Gltimo o mais importante e respondendo
quantitativamente em cerca de 80% da reducdo na ingestdo de matéria seca de pastagem,
colocando um desafio maior de manejo e suplementacdo para vacas de alta producgédo, com
alta oferta de forragem, onde o desafio € potencializar a ingestdo de matéria seca, tanto de

pasto quanto de concentrado.
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Para Hodgson e Brookes (1999), existem trés fatores importantes que afetam a
ingestdo de matéria seca de forragem pelos animais em pastejo:

1) Requisitos de nutrientes das vacas (requerimento);

2) "Saciedade fisica" ou fatores associados a distensdo ruminal (limitacao fisica); e

3) RestricBes de comportamento que limitem a maxima ingestdo, relacionadas com a
combinacéo entre o pasto e os fatores animais que influenciam o pastejo (manejo).

Apols uma revisdo de literatura, Bargo et al. (2003) concluiu que aumentando a
suplementacdo concentrada em vacas que estavam exclusivamente em pastejo, se eleva a
ingestdo de matéria seca total em 24%, a producdo de leite em 22%, a proteina do leite em
4%, mas se reduz o teor de gordura em 6% e o pH ruminal em 0,08. Ainda nesta reviséo, 0s
autores citam que a suplementacdo com concentrados energéticos, ndo afetaram a
digestibilidade da matéria organica, mas reduziram a digestibilidade da fibra em detergente
neutro e a ingestdo de nitrogénio. Entretanto, vale ressaltar que nenhum dos estudos que
embasaram estas conclusées foram realizados em animais com producdo superior a 30kg de
leite.dia™.

Beskow (2016) salienta de forma intensiva para ajustar um modelo produtivo que
atenda as necessidades fisioldgicas do pasto e dos animais envolvidos no processo,
necessidades estas que sdo grandes quando as variaveis sdo espécies e cultivares de alto
potencial de incremento diario de matéria seca e animais de alta producdo, quebrando o
paradigma de que “vacas sobre pastagens sdo rebanhos de baixo mérito genético”. O Sistema
Intensivo a Pasto com Suplementacdo (SIPS), como denomina o autor, busca maximizar a
ingestdo de matéria seca colhida pela prépria vaca, onde a interferéncia do homem seja
estritamente de ajustar o modelo e manejo diario que nao limite o acesso a pastagens de alta
qualidade e em grande quantidade, e mais do que isso, potencialize este consumo através de
estratégias simples e de grande impacto.

Reforca ainda, que a colheita de pasto pelo animal é a base do SIPS, mas que a
utilizacdo de volumosos conservados e a suplementacdo sdo estratégias fundamentais para
ajustar as oscilacdes do crescimento do pasto garantindo volumoso de qualidade todos os dias
e atingir altas produtividades na vaca otimizando componentes presentes na pastagem
(proteina por exemplo). Sem a suplementagdo, em pastagens de alta qualidade utilizadas no
RS, é possivel fazer com que as vacas colham 17kg MS.pasto™.dia™, convertendo isto em
17litros.vaca™.dia.” como regra geral, mesmo sendo possivel, em momentos altamente

ajustados (vaca em pico de ingestdo em alta qualidade de forragem) chegar a 22litros.vaca’
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'dia®. A partir desta cifra, 0 aumento de produtividade é totalmente dependente da
suplementacéo, que quando ajustada, responde entre 1,5 e 2kg leite.kg concentrado™,
atingindo a méaxima rentabilidade quando o rebanho atinge média de producdo em torno de
34litros.vaca™.dia™.

Quando atendidas as demandas nutricionais, de energia e proteina metabolizaveis,
voltamos os desafios a atender o requerimento de aminoacidos, pois neste ponto, a produgéo
de proteina microbiana ja estd otimizada, mas ndo consegue suprir toda a demanda das vacas
de alta producdo. Neste aspecto, metionina e lisina foram identificadas como os aminoacidos
mais limitantes para a sintese de proteina do leite em vacas em lactacdo alimentadas com
silagem de milho, e frequentemente a histidina em vacas de alta producéo alimentadas com
pastagens (KELLAWAY & HARRINGTON, 2003).

2.2.  Importancia e principios do balanceamento de aminoacidos

O balanceamento de dietas para vacas em lactacdo vem sofrendo constantes ajustes
com o intuito de potencializar a fermentacdo ruminal e melhorar a eficiéncia produtiva. Uma
importante evolugdo nos ajustes das necessidades de proteina tem permitido avancos
importantes em producdo e rentabilidade, desde quando os aportes proteicos eram medidos
em proteina bruta (PB), na primeira versdo do NRC (1978), posteriormente divididos em
proteinas degradaveis no rumen (PDR) e proteina ndo degradavel no ridmen (PNDR),
chegando a proteina metabolizavel (PM) e mais recentemente chegando ao balanceamento de
amino&cidos essenciais em porcentagem da PM.

Os aminoacidos sdo mencionados para destacar 0 impacto que exercem no
metabolismo e da provavel importancia do ajuste na nutricdo de aminoacidos tem sobre a
salude, a fertilidade e desempenho da producdo de animais. Estes aminodcidos sao
classificados de acordo com algumas particularidades especificas, pois alguns ndo podem ser
sintetizados pelo animal ou pelo menos com a rapidez necessaria para satisfazer a sintese de
proteinas. Estes foram denominados Aminoacidos Essenciais (AAE). Os demais sao
igualmente necessarios para a sintese de proteinas, porém podem ser sintetizados pelo proprio
animal.

A Lisina (Lis) e a Metionina (Met), juntamente com a Arginina (Arg), a Histidina
(His), Isoleucina (lle), Leucina (Leu), Fenilalanina (Phe), Treonina (Trh), Triptofano (Trp) e
Valina (Val) fazem parte dos Aminoacidos Essenciais (AAE). (NRC,2001; SANTQOS, 2007).
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Embora existam linhas de pesquisa que abordam um complexo grupo de AAES, 0s
primeiros aminoacidos limitantes para a producéo s&o a lisina e a metionina, de acordo com
diversas pesquisas com vacas em lactacdo onde tem sido demonstrado que concentracdes
crescentes de lisina e metionina em relacdo a proteina metabolizavel nos niveis recomendados
tém aumentado a eficiéncia do uso da PM para sintese da proteina do leite (SCHWAB, 2012;
NRC, 2001). Lisina foi identificada como o primeiro aminoacido limitante em novilhas pds
desmame, novilhas em crescimento (ABE et al, 1997) e vacas em lactacdo (SCHWAB et a,
1992), quando a base alimentar era milho e outros alimentos oriundos de milho eram as
principais fontes de proteina ndo degradavel no rimen da dieta. Ja a metionina foi identificada
como principal limitante para novilhas pés desmame (SCHWAB et al,1982), novilhas em
crescimento (ROBERT et al., 1994) quando pequenas quantidades de milho eram
suplementadas, quando dietas de alto teor de forragem oriundas de pastagem era fornecidas
ou quando a maioria do suprimento de proteina ndo degradavel de rimen era proveniente de
subprodutos oriundos da soja.

Na tabela abaixo, sdo apresentadas diferencas importantes entre os perfis de AAE dos
principais alimentos utilizados na nutricdo de vacas em lactacdo e os perfis dos produtos da

sintese de tecidos corpdreos e leite.
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Tabela 1 - Comparacéo dos perfis de AAEs entre os tecidos corporais e do leite com os
de microrganismos ruminais e fontes comum de alimentos para ruminantes.

Lisina Metionina
% AAE Totais

Produtos Animais
Leite 16 55
Tecidos 16,3 51
Microorganismos Ruminais
Bactérias 15,8 5,2
Protozoérios 20,6 4,2
Alimentos Volumosos
Feno de Alfafa 12,4 3,8
Silagem de Alfafa 12,1 3,8
Silagem de Milho 79 4,8
Feno de graminea 10,5 3,9
Silagem de graminea 10,1 3,7
Alimentos Concentrados
Milho quebrado 7,1 5,3
Farelo de Soja 13,9 3,2

Fonte: Adaptado por Santos & Mendonga (2006) do NRC (2001)

Com os dados apresentados na Tabela 1, fica evidente que potencializar a producédo de
proteina microbiana através do ajuste entre proteina degradavel no rimen em balanco de
carboidratos da dieta é fundamental, visto que a proteina microbiana ¢ compativel com a
necessidade para otimizar a resposta animal. Entretanto, para vacas de alta producédo, a
proteina microbiana ndo é capaz de suprir toda a exigéncia em proteina metabolizavel do
animal, fazendo com que o aporte de proteina ndo degradavel no rimen passe a ter papel
fundamental (SANTOS & PEDROSO, 2006).

Equilibrar, portanto, a dieta para estes dois AAEs é de fundamental importancia na
utilizacdo eficiente de N, trazendo beneficios ao produtor e as suas vacas, especialmente
guando houver interesse de otimizar a salde do rebanho e sua rentabilidade (SCHWAB,
2012). Segundo este autor, o equilibrio de lisina e metionina na proteina metabolizavel tém

levado a muitos beneficios importantes, incluindo:
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1) reducdo da necessidade de suplementar PNDR para um dado nivel de producgdo de
leite, ou aumento na producdo de leite e proteina do leite com a mesma ingestdo de PNDR; 2)
reducdo da excre¢do de N por unidade de leite ou de proteina do leite produzidas; 3)
mudancgas mais previsiveis na producdo de leite e proteina do leite para mudancas na oferta
PNDR; 4) melhora na salde e reproducédo do rebanho; e 5) aumento rentabilidade do rebanho.

Outros beneficios com a adi¢do de lisina e metionina na dieta de vacas em lactagéo,
como melhoria no escore de locomocgédo e salde no periodo de transi¢do (pré e pos parto
imediatos), também sdo citados por Garthwaite et al. (1999); NRC (2001); Rulquin e Verite
(1993); Schwab et al. (2007), Sloan (2005); e Lee et al. (2012).

Porém, o fornecimento de suplemento de lisina e metionina na forma natural ndo
foram considerados eficazes, porque ocorre uma rapida deaminacdo em nivel ruminal
(ONODERA, 1993). Assim, ¢ de fundamental importancia que estes aminoacidos sejam
fornecidos sob alguma forma de protecdo que permita o escape da degradacdo em nivel
ruminal, tornando-os ndo degradaveis no rumen e disponiveis para a absor¢do ao nivel de
intestino delgado (NRC, 2001).

2.3.  Requerimentos de lisina e metionina para vacas em lactacéo

As primeiras recomendacfes e pardmetros para balanceamento de aminoéacidos
utilizados de forma consistente por nutricionistas foram expressas pelo NRC 2001, utilizando
experimentos in vivo de dose resposta em grupos “controle” e “tratamentos”, chegando a um
ponto de estabilidade apds a plotagem dos resultados, todos expressos em % do AA em
relacdo a proteina metabolizavel da dieta, de 7,2% e 2,4% para Lisina e Metionina
respectivamente (NRC, 2001).

Outro modelo de predicdo de requerimentos de AAEs, o Sistema Cornell (CNCPS),
estima o suprimento de aminoacidos utilizando a degradacdo da proteina no rimen e a sintese
de proteina microbiana, calculada pelo aporte de carboidratos fermentaveis no ramen, a
eficiéncia da sintese microbiana e a taxa de passagem da digesta pelo ambiente ruminal. Ja os
requerimentos foram quantificados de acordo com a composicao dos tecidos e leite, além da
eficiéncia de utilizacdo dos aminoacidos nas sinteses proteicas. Os valores sugeridos pelo
CNCPS sédo 7,46% e 2,57% (O’CONNOR et al., 1993).

Como ultima versdo do modelo de predicdo da Universidade de Cornell, o sistema

AMTS - Cattle utiliza base de célculos do modelo CNCPS, porém, modificou as fracbes mais
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soluveis dos carboidratos (como agUcares, nitrogénio ndo proteico etc.) ajustando as taxas de
passagem destas com a fase liquida da digesta e ndo a solida, além de ajustar as equacdes das
taxas de passagem. Isto acarretou em menor digestibilidade dos carboidratos em nivel
ruminal, aporte maior de proteina ndo degradavel no ramen, menor fluxo de proteina
microbiana e consequentemente menor fluxo de lisina e metionina para o intestino delgado.
Os requerimentos utilizados foram obtidos através de meta-anélise das publicacbes e os
valores foram estabelecidos em 6,93% de Lisina e 2,34% de metionina na proteina
metabolizavel ( WHITEHOUSE et al., 2013).

2.4, Efeitos do balanceamento de aminoacidos essenciais

Mais experiéncias recentes sublinham o valor de concentracdes crescentes de Lisina e
Metionina no aumento da eficiéncia do uso de PM para a producdo de leite e proteina do leite
(por exemplo, Noftsger e St-Pierre, 2003; Chen et al., 2011).

Em um grupo de vacas primiparas e multiparas, incrementando metionina na proteina
metabolizavel, de 1,73% para 2,09% (21% de incremento) para atingir uma relagdo mais
favoravel com lisina (6,7-6,8% da PM), Noftsger & St-Pierre (2003) conseguiram reduzir a
proteina ndo degradavel no rumen de 7,6 a 6,4% da matéria seca da dieta atingindo maior
porcentagem de proteina do leite (3,09 vs. 2,98%) e maior producdo total de proteina (1,44 vs.
1,38kg), porém ndo identificaram diferenca entre a producdo total de leite entre dietas
balanceadas e ndo balanceadas, 46,2 vs. 46,6 kg, respectivamente.

Avaliando a adi¢do de metionina em distintos tratamentos com o intuito de avaliar
diferentes fontes comerciais de suplementacdo, Chen et al. (2011) ndo encontraram diferencas
na producdo de leite com a suplementacdo (média de 41,7 kg), mas identificaram diferencas
na porcentagem de proteina do leite, 3,17% para 0s grupos suplementados contra 3,03% do
grupo controle. O estudo indicou um retorno sobre o custo alimentar positivo em US$ 0,30
quando sao fornecidas dietas com menor teor de proteina ndo degradavel no ramen e balanco
adequado de aminoacidos.

Em outro experimento, utilizando quatro vacas holandesas frisias, duplamente
fistuladas (ramen e duodeno), delineadas em quadrado latino, com duas semanas de duragéo
de cada periodo e quatro diferentes dietas, sendo duas com dois niveis de proteina na dieta
(151 e 169 g/kg de matéria seca) e dois niveis de adi¢cdo de aminodcidos (controle e 8g de

metionina + 24g de lisina) protegidos em nivel ruminal. Verificou-se que o aumento da
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concentracdo de N na dieta tendeu a aumento da producéo de leite (P < 0,06), enquanto que a
adicdo AA protegidos um aumento na proteina do leite de tal modo que ambos os fatores
tendeu ao aumento na producéo de proteina verdadeira do leite (+ 40 g), porém nédo de forma
significativa (P < 0,1). A concentracdo de caseina de leite foi melhorada com a adicdo AA
protegidos, com efeito na concentracdo de uréia do leite (ROBERT et al., 1989).

Greco (2008), apresentou uma compilacdo de 6 trabalhos utilizando éster isopropilico
analogo de metionina (HMBI), demonstrando que o incremente na producéode leite e gordura
ndo sdo consistentes, mas existe uma tendéncia importante no incremente no teor de proteina

do leite. O resumo do compilado do autor encontra-se na Tabela 02, abaixo:

Tabela 2 - Resumo dos dados de desempenho lactacional de vacas leiteiras alimentadas
com HMBI.

Leite kg.dia®  Leite kg.dia® Gordura Proteina

Controle HMBI (%) (%)
38,5 38,3 +0,07 +0,11 Noftsger, et al., 2005
39,8 42,3 +0,21 +0,16 St-Pierre & Sylvester, 2005
42 42 - +0,11 Hindle, et al., 2006
- - - +0,12 Jurjanz, et al.,2006
31,4 31,5 +0,04 +0,1 Rulquin, et al., 2006
25,6 25,6 -0,08 -0,01 Strzetelski, et al.,2006

Fonte: Greco, 2008.



Contudo, outras variaveis devem ser levadas em consideragdo quando este tipo de
tecnologia é empregada, como a fase da lactacdo, além do simples calculo de requerimento.
Polan et al. (1991) demonstra isto utilizando a analise de producédo de 259 vacas, durante todo
periodo lactacional, alimentadas com silagem de milho e milho moido como dieta basal, que
formaram 5 grupos, além do controle (sem suplementacdo adicional) mais dois grupos em
funcdo da suplementagdo de farelo de soja ou gluten de milho, sendo estes dois ultimos
subdivididos em dois subgrupos cada: com e sem a adi¢éo de lisina e metionina protegidos no
ambiente ruminal. No estudo, as vacas indicam a influéncia da lisina de forma quadratica na
média e no total da lactacdo no espaco de tempo, demonstrando a importancia do periodo
produtivo das vacas a resposta.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local, época e clima

O experimento foi realizado no periodo de agosto a setembro de 2015 e conduzido no
Tambo Experimental, Unidade de Pesquisa da Cooperativa Central Galucha LTDA /
FUNDACEP (CCGL TEC), situado na RS 342, km 149, municipio de Cruz Alta, RS. Cruz
Alta esta localizada na regido do Planalto Médio do Rio Grande do Sul, a latitude de 28°36°

Sul, longitude 53° 40 Oeste e a uma altitude média de 409 metros.

O clima dominante é do tipo Cfa da Classificacdo de Koeppen (KOTTEK et al., 2006),
onde descreve este sendo subtropical Umido, com verdo quente acima dos 22°C. A
temperatura média anual é de 18°C e a precipitagdo normal é de 1700 mm. Os dados
climéaticos durante o periodo experimental foram obtidos junto a estacdo meteoroldgica

automatica do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) localizado na propria CCGL.

Tabela 3 - Dados climaticos obtidos junto a estacdo experimental do INMET durante o
periodo experimental (agosto e setembro de 2015).

e Dias Umidade
Temperatura Temperatura Temperatura Precipitagdo

Més . o -~ o i o de Relativa
Maxima (°C)  Minima (°C) Média (°C) (mm) Chuva (%)
Agosto 31,1 6,7 18,6 99,8 6 70,0
Setembro 32,0 0,6 17,0 141,0 8 71,7

Fonte: Base de dados da estacdo meteoroldgica do INMET na CCGL.

O solo do local é classificado como LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico
com textura argilosa (EMBRAPA, 1999), pertencente a Unidade de Mapeamento de Passo
Fundo (BRASIL, 1973). As caracteristicas quimicas, na camada de 0 a 20 cm de
profundidade, para a caracterizacdo da condicdo inicial da area experimental estdo

apresentadas na Tabela 4, a seguir:



Tabela 4 - Analise quimica do solo da area experimental, Cruz Alta, RS.

Arg. pH CTC Al Ca Mg P K M.O Bases

% 0 - cmolc/dms------- --mg/dms--  ------ %------

0-20cm 540 56 132 00 63 25 164 193 27 70,4

Onde: Arg.: argila; pH: pH em agua; CTC: capacidade de troca de cations; Al: aluminio; Ca: célcio; Mg:
magnésio; P: fosforo; K: potassio; M.O: matéria organica; Bases: saturacdo por bases; Registro no laboratério de
solos da CCGL: 27858

3.2. Periodo experimental

A fase pré-experimental ou de adaptacao, foi realizada por 21 dias, tendo inicio dia 05
de agosto de 2015, quando os animais foram agrupados e passaram a receber a dieta padrao.

O periodo experimental de 42 dias ocorreu nos meses de agosto e setembro de 2015,
sendo subdividido em dois subperiodos de 21 dias cada com inversdo dos tratamentos entre
grupos. Os primeiros 19 dias de cada periodo experimental foram para a adaptacdo dos
animais e nos altimos dois dias realizadas as coletas dos dados.

3.3.  Animais experimentais

Para a realizacdo do estudo, foram utilizadas 20 vacas da raca Holandés com peso
corporal médio de 630 kg e média de 142 dias em lactacdo no inicio do experimento. Nos 02
ultimos dias do periodo pré-experimental, foram mensurados a producdo e composicao
individual de leite, além de quantificados os niveis de ureia e creatinina do sangue e urina.

Os animais foram alocados em dois grupos homogéneos nos quesitos ordem de
lactacdo e producdo individual, subjugando que possiveis desequilibrios em outras variaveis
seriam minimizados pelo delineamento experimental (crossover).

Os dados estdo expressos na Tabela 5, abaixo.
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Tabela 5 - Caracterizacao das vacas no periodo pré-experimental.

Valor Desvio Valor Valor

Caracteristica L . L .
Médio Padrdo Maximo Minimo

NUmero de partos 3,2 0,5 5 1
Dias em lactacdo 142 50 182 40
Producéo e composicao de leite

Producéo de leite (kg.dia™) 35,34 5,82 47,47 26,80
Proteina (%) 3,05 0,38 3,80 2,45
Caseina (%) 2,43 0,11 2,67 2,24
Gordura (%) 3,08 0,12 3,36 2,93
Lactose (%) 4,57 0,14 4,74 4,29
Sélidos Totais (%) 11,76 0,47 12,76 10,92
Ureia 10,02 1,20 12,53 8,49
CCS (cs.ml™) 352 494 1512 9
Niveis de ureia e creatinina no sangue

Creatinina (mg.dL™) 0,88 0,12 1,19 0,74
Ureia (mg.dL™) 16,40 4,12 25,00 10,00
Niveis de ureia e creatinina na urina

Creatinina (mg.dL™) 3958 7,89 5148 26,40
Ureia (mg.dL™) 453,25 199,21 825,00 140,00

3.4. Tratamentos experimentais

No presente estudo foi avaliada a inclusdo de 20g.vaca™.dia® de DL-Metionina
(MetiPEARL™ - Kemin) e 60g.vaca™.dia™ de Monocloridrato de L-Lisina (LysiPEARL™ -
Kemin) na dieta de vacas em lactagdo mantidas em pastagens de azevém anual.

Ambos os produtos comerciais sdo fontes de aminoacidos encapsulados por 6leo
vegetal hidrogenado, adquirindo protecdo parcial da degradacdo no ambiente ruminal (“by
pass”), chegando com alta liberagdo lenta no intestino (“slow-release”), indicados para
utilizacdo em ruminantes. A empresa garante uma concentracdo minima de 50 e 47,5% de
metionina e de L-Lisina, respectivamente, além de 60% de protecdo ruminal e 90% de
liberacdo no intestino para ambos aminoacidos, ambos valores obtidos em avaliagdes in vitro.

Os aminoacidos foram adicionados diariamente e diretamente em cochos
individualizados e misturados ao concentrado, monitorando as sobras a fim de garantir que
houvesse a certeza de consumo pelos animais. O concentrado foi adquirido j& misturado e
peletizado na COTRIEL - Cooperativa Triticola de Espumoso, cuja formulagéo e composicéo

foi previamente calculada sobre as andlises dos alimentos.
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Para os célculos da formulacéo do concentrado, da dieta total e do nivel necessario de
lisina e metionina para balanceamento dos aminodcidos, foi utilizado o software AMTS —
Cattle Professional v.4.5 da Universidade de Cornell. A composicao dos alimentos encontra-

se na Tabela 06, a composicdo da dieta encontra-se na Tabela 07, abaixo.

Tabela 6 - Composicdo dos alimentos utilizados para a formulacao das dietas para vacas
holandesas mantidas em pastagem de azevém anual (Lolium multiflorum cv. Baqueano),
suplementadas ou ndo com L-Lisina e DL-Metionina..

Alimentos MS PB FDN FDA Amido EE MM Met Lis
Milho moido 883 95 131 44 650 44 15 190 3,30
Casquinhadesoja 91,2 129 659 475 1,7 3,1 50 1,09 6,30
Azevém 4n 149 281 486 224 42 73 164 485
Silagemde milho 348 82 395 205 349 44 34 159 280
MetPEARL™ 99,0 55,0 44 100
LysiPEARL™ 99,0 40,0 50 100

Onde: MS: Matéria Seca em % da Matéria Natural; PB: Proteina Bruta em % da MS; FDN: Fibra em Detergente
Neutro em % da MS; FDA: Fibra em Detergente Acido em % da MS; EE: Extrato Etéreo em % da MS; MM:
Matéria Mineral em % da MS; Met: Metionina em % da PB; Lis: Lisina em % da PB.

Tabela 7 - Composicdo da dieta experimental (kg MS.dia?) de vacas holandesas
mantidas em pastagem de azevém anual (Lolium multiflorum cv. Baqueano),
suplementadas ou ndo com L-Lisina e DL-Metionina.

INGREDIENTE CONTROLE Lis/Met
Milho moido 5,0 5,0
Casquinha de soja 1,8 1,8
Mineral 0,3 0,3
Pastagem de Azevém* 12,5 12,5
Silagem de milho 4,0 4,0
MetPEARL™ 0,020
LysiPEARL™ 0,060
CONSUMO PREDITO 23,35 23,43

*Consumo estimado

27



Para o presente estudo, e em funcéo da qualidade estimada da pastagem, foi necessério
utilizar a silagem de milho na dieta para evitar um aporte excessivo de proteina metabolizével,

e sobre este ajuste de volumoso, é que foram definidos os ingredientes do concentrado.

Ainda para melhores ajustes, utilizou-se a casquinha de soja como ingrediente da dieta
com o intuito de reduzir a participacdo o amido a dieta, visto que a casquinha de soja é um
alimento com perfil diferente de carboidrato comparado ao milho por exemplo, com teores
superiores de FDN e rico em pectina, 0 que nos garante um aporte energético importante mas
diluindo os picos de fermentagdo da dieta no ambiente ruminal, desafio imposto por elevados

niveis de CNF na dieta e a concentracao destes em apenas dois tratos diarios.

3.5. Manejo dos animais e da pastagem

Os animais foram mantidos e manejados em um Unico grupo, identificados e
diferenciando entre os tratamentos apenas pela adi¢cdo dos aminoacidos no cocho, juntamente
com o concentrado e a silagem de milho, o que caracteriza um sistema intensivo a pasto com
suplementacdo (SIPS), proposto por Beskow (2016). O fornecimento da silagem de milho e
concentrado era feito em cochos individualizados, apds ambas as ordenhas, da manhd e da

tarde, e os aminodcidos eram fornecidos em dose Unica diéria, apenas pela manha.

A formagdo da pastagem foi realizada em sistema de plantio direto onde a cultura
antecessora era pastagem de milheto (Pennisetum americanum), dessecado 18 dias antes com
4 litros de glyphosate (480g ia.lt™") . A semeadura realizada dia 04 de abril de 2015, com uma
adubacdo na linha de 250kg de DAP (Diamdnio Fosfato), e 200kg Cloreto de Potassio,
totalizando 122kg de P,0Os e 120kg de K,0.

A cultivar de azevém utilizada foi o cv. Bagueano, que é de material tetrapldide do
tipo westerwoldicum, ou seja, azevém anual, que induz o florescimento por dias longos e nédo
necessita de frio. Obtido pela Biscayart, na Argentina, apresenta grande producdo vegetal e
grande capacidade de conversdo em leite (LIMA & BOSS, 2013).

O manejo dos animais na pastagem foi de forma rotacionada, dividindo a area em 45
piquetes de 3 mil metros quadrados cada, onde os animais recebiam trés piquetes ao dia,
sendo o primeiro ap6s a ordenha e trato da manha, outro ao meio dia e o terceiro apds a
ordenha e trato da tarde, buscando atender os horarios preferenciais de pastejo (HODGSON,
1990). O tamanho dos piquetes era superdimensionado, a fim de que houvesse grande
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capacidade de selecdo pelas vacas, considerando que em média, eram ofertados de 900 a
1.000kg de MS por dia aos animais e o consumo predito era de 250kg de MS para o rebanho
experimental. Para reduzir o residuo de forragem nos piquetes, apds o pastejo, era utilizado o
repasse com animais ndo experimentais e/ou rogcados.

A oferta de forragem seria corrigida quando a porcentagem de desaparecimento
ultrapassasse 40%, limite para que ndo houvesse restricdo de consumo em manejo rotativo,
conforme descrito por Delagarde et al. (2006). Durante todo o periodo experimental, ndo se
verificou niveis de consumo proximos ao limite, portanto desnecessario qualquer ajuste frente
ao dimensionamento dos piquetes.

O ponto adotado de entrada dos animais nos piquetes foi quando a altura estivesse
entre 15 e 25cm de altura, 0 que caracterizava o ponto correto de entrada dos animais segundo
Ball e Lacefield (2011). Assim, o periodo de ocupacao do piquete era fixo, porém o intervalo
entre pastejos era variado, dependendo da taxa de crescimento do pasto e interceptagédo

luminosa do dossel forrageiro.

3.6. Controle leiteiro e amostragem

A producdo de leite foi registrada nos dois ultimos dias de cada um dos periodos
experimentais. O equipamento utilizado foi um medidor automatico que faz a medicéo por
volume através de um copo coletor. As coletas das amostras para determinacdo da
composicdo de leite foram feitas por um amostrador instalado no equipamento de ordenha,
que coleta através de um gotejador, para que seja representativo de coleta durante toda a
ordenha.

As amostras coletadas, contendo um volume de leite de aproximadamente 50 ml de
cada animal, amostra esta composta por 30ml obtidos na ordenha da manhd e 20ml na
ordenha da tarde, e que posteriormente eram acondicionadas em frasco contendo Bronopol (2-
bromo-2-nitro-1,3-propanediol) para conservacdo da qualidade das amostras. Os frascos eram
identificados com o nimero do animal e acondicionados em caixas isotérmicas com barras de
gelo reciclavel, com temperatura mantida entre 2° e 6°C, e enviadas ao Laboratdrio da
Universidade de Passo Fundo (UPF) SARLE, para fins de analise da composicéo.

A composicdo de gordura, proteina, lactose, caseina, sélidos totais e nitrogénio ureico
foram determinados por espectrofotometria com radiacdo infravermelha, utilizando
equipamento Bentley® 2000 (Bentley Instruments, Chaska, MN, EUA). A CCS por
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citometria de fluxo utilizando equipamento Somacount® 300 (Bentleylnstruments, Chaska,
MN, EUA), enquanto o nitrogénio uréico pelo método Infravermelho - PO ANA 009. Bentley
Instruments® ChemSpec150.

A correcdo do leite para 4% de gordura foi calculada através da formula de Gaines

(1928), apresentada na equagédo abaixo:

Leite corrigido para 4%G (kg.dia™)= 0,4 * PL + 15 * Gordura

Onde:
PL= Producdo de Leite em kg.dia™

Gordura= Gordura total produzida em kg.dia™

3.7. Determinacdo da composicdo quimica dos alimentos

As analises dos alimentos foram realizadas no inicio do periodo de adaptacdo ou pré-
experimental, para a realizacdo de um correto balanceamento da dieta e dos aminoacidos
presentes nesta. Para as pastagens, foram feitos 10 coletas de 0,016m? cada, de pastejo
simulado, considerando uma fragdo muito semelhante ao colhido pelos animais, e somadas as
10 amostras para compor a amostra composta.

As amostragens da silagem de milho foram feitas com um cano de PVC de 50mm com
uma das extremidades “dentada”, para conseguir penetrar no painel do silo a uma
profundidade de 30cm. A soma das 10 amostras distribuidas em todo o painel do silo,
compondo a amostra composta. J& os ingredientes do concentrado foram recebidos pela
industria que realizou a mistura para que fossem analisados.

Todas as amostras foram analisadas pelo método Near Infrared Spectroscopy (NIRS),
processadas no laboratério de bromatologia do 3RLab, em Lavras/MG, onde foram
quantificados os valores da Digestibilidade da FDN no trato digestivo total (TTNDFD), taxa
de passagem do FDN (kd) utilizando digestibilidade da FDN em 24, 30 e 48 hrs, matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), proteina soltvel em % da PB (PS), proteina indegradavel em
detergente &cido (PIDA), fibra em detergente acido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN),
proteina indegradavel em detergente neutro (PIDN), extrato etéreo (EE), cinzas, carboidratos
ndo fibrosos (CNF), lignina, aclcares, amido, calcio (Ca), fésforo (P), potéssio (K), magnésio
(Mg), enxofre (S), pH.
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3.8. Coleta de sangue e urina

As coletas de sangue eram realizadas no ultimo dia do periodo experimental, feitas por
um medico veterinario, e coletando diretamente da veia caudal.

As amostras de urina eram obtidas por massageamento suave da regido vulvar
(Ortolani, 2003).

Ambas as amostras foram enviadas ao Laboratorio de Analises Clinicas — Multianalises
onde as amostras sanguineas foram avaliados através do equipamento Sysmex XS-1000i, e as

urinarias através do EOS Bravo Forte Plus.

3.9. Manejo nutricional

As dietas experimentais apresentaram os niveis de nutrientes apresentados na Tabela
09, abaixo:

Tabela 8 - Niveis de nutrientes obtidos nas dietas experimentais (%MS).

Nutrientes (% MS) Controle Lis/Met
Proteina bruta 19,45 19,53
Fibra em detergente neutro 40,36 40,23
Fibra em detergente acido 19,91 19,84
Amido 21,67 21,6
Extrato etéreo 4,18 4,34
Matéria mineral 2,28 2,29
Proteina metabolizavel (g) 2.487 2.507
Energia metabolizavel (Mcal) 40,90 41,17
Metionina (% da PM) 2,23 2,48
Lo

e it w
Lisina (% da PM) 6,64 7,05
Lisina (% do requerimento) 96 102

LISINA : METIONINA 2,97:1 2,85:1




Importante salientar que para a realizagdo do balanceamento o item Proteina Bruta néo
foi considerado no balanceamento da dieta, somente a proteina metabolizavel, visto que o
desafio era atender a demanda de PM sem adicionar fontes proteicas no concentrado. Porém,
quando comparado ao preconizado pelo NRC (2001), existe uma sobra de proteina bruta na
dieta predita, o0 que sera avaliado no decorrer da discussdo, sobre a composi¢do de proteina do
leite e nitrogénio ureico do leite (NUL).

A quantidade de suplementacdo inclusa na dieta foi feita com base na % do
requerimento, que no modelo utilizado é de 6,93% da PM para lisina e 2,34% da PM para

metionina.

3.10. Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental adotado foi em crossover (2x2), onde tivemos dois
tratamentos e dois periodos, onde os animais foram agrupados de forma homogénea de acordo
com a producéo de leite e ordem de paricéo.

Para a analise dos dados, foi utilizado o pacote estatistico SAS® versdo 8.1 para a
plataforma Windows (SAS INSTITUTE, 2001). Os dados foram analisados atraves de PROC
GLM, seguindo um modelo misto onde existe um efeito fixo e um aleatério do animal, além
de efeito aleatdrio residual. Analise de variancia foi comparada pelo teste t, com 5% de
significancia. Os dados de contagem de células somaticas (CCS) foram transformados
utilizando “logCCS” para que pudessem ser analisados e identificados outliers atraves do
Teste de distancia de Cook, para remover dados discrepantes de animais mastiticos por

exemplo, que pudessem interferir no resultado final do experimento.

O modelo estatistico adotado foi para as variaveis experimentais foi o seguinte:

Yiji=pn+ 8+ Bigy + o + Yx + aYj + &jju

Com as seguintes premissas:

1. Yijj € o efeito do animal i, tratamento j, periodo k e da sequéncial (i=20,j=2,k=2¢el=2).
2. | é a média geral.
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3. 9 € o efeito fixo da sequéncia I; 6, = 0.

4. Bigy € o efeito aleatdrio do animal i dentro da sequéncia I; Bigy - n(o, a,;z).

5. Bigy séo independentes.

6. g; é o efeito fixo devido ao tratamento j; > o; = 0.

7. Yy é o efeito fixo do periodo k; Y ¥} =0.

8. aYjy é o efeito fixo da interacéo do tratamento j com o periodo k; ¥ aYj = 0.
9. giju € 0 erro aleatdrio (variacdo néo explicada pelo modelo); ¢ijq - n(o, af).
10. Os & séo independentes.

11. Os componentes aleatorios Pjgy and ejjq Sd0 independentes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producdo e composigao de leite

Os dados obtidos no experimento encontram-se apresentados na Tabela 10, abaixo,

bem como as variaveis estatisticas. As discussfes que seguem, retratam as tentativas de

compreender os resultados puros, e as possiveis influencias de podem ter ocorrido, tentando

identificar as correlagdes e fatores que potencializam os mascaram as variaveis avaliadas.

Tabela 8 - Resultados de producéo e composic¢éo de leite de vacas holandesas mantidas
em pastagem de azevém anual (Lolium multiflorum cv. Baqueano), suplementadas ou

ndo com L-Lisina e DL-Metionina.

Tratamentos

Controle Lis/Met EP* Pr>f R? CVv
Producio de Leite (kg.dia™) 36,19 3597 2,16 0,7709 0,9494 5,99
Producéo de Leite Corrigida (4%G) 33,85 3262 2,34 0,1416 0,9345 7,03
Teor de Gordura (%) 3,58 3,39 0,26 0,0472 0,8676 7,57
Producéo de Gordura (kg.dia™) 1,29 1,21 0,11 0,0686 0,9118 8,91
Teor de Proteina Bruta (%) 3,17 3,2 0,05 0,1351 0,9688 1,65
Producio de Proteina Bruta (kg.dia™) 1,14 1,1473 0,06 0,9032 0,9421 5,93
Teor de Caseina (%) 2,55 2546 0,02 0,5858 0,9758 1,46
Nitrogénio Ureico do Leite (mg.dL™) 12,4 12,15 0,23 0,4479 0,7922 7,61
Teor de Lactose (%) 4,48 461 0,06 <0,0001 09139 1,42
Producdo de Lactose (kg.dia™) 1,62 166 010 0,305 0,9537 6,08
Teor de Sélidos Totais (%) 1256 12,26 0,33 0,0196 0,8179 2,68
CCS (CSx1000.mI™)* 309 363 042 0,637 09332 9,36
Creatinina no Sangue (mg.dL™) 0,89 0,74 0,07 <0,0001 0,812 9,68
Uréia no Sangue (mg.dL™) 2501 2509 2,69 09295 0,7465 10,78
Creatinina na Urina (mg.dL™") 4246 3804 7,84 0,122 0,7303 19,41
Uréia na Urina (mg.dL™) 280,61 347,32 101,42 0,0748 0,5395 32,19
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Notas:

! Os valores de CCS apresentados na tabela s&o originais, porém a anélise estatistica dos dados foi realizada
utilizando logCCS.

Valores seguidos de * apresentaram diferenca significativa a teste t com 5% de probabilidade

4.1.1. Producdo de leite

Frente aos niveis produtivos obtidos no experimento, 36,19 e 35,97 kg.dia™ para os
grupos controle e tratamento, respectivamente, é possivel verificar que estes ficaram muito
préximos do objetivo calculado no ajuste nutricional dos animais, evidenciando inclusive que
é possivel trabalhar com animais de alto desempenho sobre pastagens de azevém de alta
qualidade, suplementando-as com silagem de milho e concentrado sem a incluséo de
alimentos proteicos, como o farelo de soja. Corroborando com Silva et al.(2008), e
posicionando este modelo de trabalho como uma possivel alternativa econdmica, visto que
alimentos proteicos, quando oriundos de concentrado, normalmente apresentam custos

elevados.

Analisando o comportamento da producéo de leite no estudo, verificamos que esta ndo
foi afetada pela adicdo de lisina e metionina, semelhante ao verificado por Sancanari et al.
(2001), que trabalhando com vacas holandesas alimentadas com silagem de milho e
concentrado, ndao encontrou diferenca ao suplementar 8,4g de metionina, protegida ou nao da
degradacdo ruminal. O mesmo foi relatado por Frota et al. (2014), que na suplementacéo dos
aminoacidos lisina (45g) e metionina (20g), associados ou ndo com OGleo de soja, ndo
encontrou alteracdo na producéo de leite.

Os valores obtidos no presente estudo, foram levemente superiores aos obtidos por
Frota et al. (2014), que obteve de 31,7 a 32,9kg leite.vaca™.dia” nos tratamentos quando
suplementou 6leo de soja e lisina+metionina, respectivamente.

A expectativa de encontrar incremento na producdo de leite utilizando lisina e
metionina protegidos da degradacdo ruminal, se faz por uma série de questdes fundamentais,
como maior aporte de aminoacidos prontamente absorvidos no intestino, com alta capacidade
gliconeogénica e compensando niveis reduzidos de fontes de PNDR na dieta, além de ter a
producéo de leite como consequéncia da elevacao da satde dos animais.

Greco (2008), avaliou a inclusdo de éster isopropilico do analogo de metionina

(HMBI) para atingir a relagdo de 3:1 entre lisina e metionina, buscando identificar o reflexo



positivo da suplementacdo, mas também ndo encontrou incrementos em producdo de leite
entre os grupos controle e tratamento, sendo 16,20 vs. 16,49kg.dia™, respectivamente, sendo
valores bem abaixo dos obtidos no presente estudo. O autor ainda cita que o HMBI néo tem se
mostrado efetivo em aumentar a producdo de leite, demonstrando isso atravées de 6 trabalhos
compilados, apresentados no presente estudo na Tabela 2, onde em apenas um trabalho houve
resposta positiva para producdo de leite. Neste compilado, as producdes individuais variaram
de 25 a 40kg leite.vaca™.dia™, valores mais préximos dos apresentados na Tabela 10.

A auséncia de incremento em producéo utilizando metionina no pos parto, também foi
relatada por Kudrna et al. (2009) utilizando 36 animais cruzados das raca Holandesa e
Simental leiteiro, dividas em 2 grupos, onde trés semanas antes do parto um grupo recebeu
18,2g de metionina protegida no ambiente ruminal antes do parto e outro grupo ndo. Apos o
parto, cada um dos grupos foi novamente dividido, formando quatro grupos: 1) Metionina em
pré e pos parto, 2) Metionina somente no pré parto, 3) Metionina somente no pés parto e 4)
Sem suplementacdo de metionina. Neste estudo, os animais que receberam a suplementacéo
somente no pos parto ndo apresentaram respostas positivas e consistentes, porém o grupo 1,
que recebeu a adicdo do suplemento no pré e pds parto apresentaram maior producao de leite
e menor ingestdo de matéria seca, o que leva o autor a concluir que a adicdo de 18,29 de
metionina tem efeitos benéficos, porém pequenos e na maioria das vezes sem significancia
estatistica no desempenho e na composicao do leite.

Polan et al. (1991), utilizando a analise de producdo de 259 vacas, durante todo
periodo lactacional, demonstrou a importancia do periodo produtivo das vacas a resposta a
adicdo de aminodcidos. Esta varidvel (estagio da lactacdo) ndo foi isolada no presente estudo,
pois a defini¢do do requerimento de AAEs foi definida em funcdo da producgéo e ndo dos dias
em lactacdo dos animais. De qualquer forma, o delineamento experimental minimizou este
efeito, sustentando os resultados obtidos, mas deixando aberta a possibilidade de futuras
avaliagdes.

Para que seja possivel uma maior compreensdo dos resultados obtidos, é necessario
conhecer melhor a dindmica do produto comercial utilizado no estudo. Devem ser realizados
0s monitoramentos dos locais onde estes realmente chegam e sdo absorvidos. Isto se deve em
funcdo de que uma das possibilidades para que ndo tenha sido identificada resposta a incluséo
dos aminodacidos, se deve a incerteza de que estes realmente resistiram ao ataque de
microrganismos ruminais, fator fundamental para a absor¢do e sintese dos amino&cidos

essenciais fornecidos.
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Ainda frente a producdo de leite, porém agora avaliando esta quando corrigida para
4% de gordura, verificamos que a suplementacdo do aditivo também n&o apresentou diferenca
significativa entre os animais tratados em relagdo ao controle, 32,62 contra 33,85 kg.dia™,
respectivamente. Esta resposta vem de encontro aos autores supracitados (GRECO, 2008;
SANCANARI et al., 2001) que também ndo verificaram diferenga significativa quando
corrigiram o leite para o teor de gordura.

Sabendo que esta correcdo é feita matematicamente, e leva em consideracdo a
combinacéo entre producdo de leite e quantidade de gordura produzida, o teor de gordura do
leite tem grande impacto neste quesito. Porém, mesmo verificando, na Tabela 10, que o teor
de gordura foi significativamente menor no grupo tratamento, este efeito de depresséo na
gordura do leite ndo apresentou grande influéncia na producdo corrigida para 4%. Este item

sera abordado e melhor discutido a seguir.

4.1.2. Teor de gordura

Analisando o componente gordura do leite, verificamos que este foi significativamente
superior nos animais do grupo controle, demonstrando que houve influéncia do tratamento
sobre a composicao desta variavel no leite.

A maioria dos trabalhos apresentados na literatura, mesmo que inconsistentes, indicam
incremento na producdo ou no teor de gordura do leite (BESTER et al., 2006; ST PIERRE &
SYLVESTER, 2005) ou nenhum efeito neste componente (STRZETELSK et al., 2006;
GRECO, 2008; SOCHA et al., 2005).

Uma das explicacBes pode ser relacionada a tecnologia de protecdo dos aditivos
utilizados serem a base de 6leo vegetal hidrogenado, que segundo Schwab (1995) tem sido
limitantes para a prote¢do de aminoacidos no ambiente ruminal e muito influenciados pelo pH
do rumen (quando acido, em especial).

Para entender melhor esta interacdo, Frota et al. (2014) realizaram um estudo com
suplementacédo de lisina (110g) e metionina (50g) associados ou ndo a 0leo de soja (250ml),
observando uma reducéo de 0,62% no teor de gordura nas dietas com 6leo de soja incluso a
dieta, 0 que naquela situacdo foi facilmente explicado pela biohidrogenacdo dos acidos
graxos, que demonstra a acdo do lipideo disponivel no ramen e sua influéncia no ambiente

ruminal, alterando a sintese e composicao do leite.
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Contudo, a dose de 6leo vegetal hidrogenado inclusa no presente estudo néo é elevada,
alterando a dieta controle de 4,18 para 4,34% de extrato etéreo, ou algo em torno de 40g de
oleo adicionado. Esta hipotese deve ser melhor estudada e compreendida, para que possa ser
efetivamente considerada como carater isolado ou em associa¢do com outros fatores, mas que
podem vir a elucidar a razdo pela qual o grupo controle produziu 1,29 contra 1,21kg de
gordura.vaca™.dia™ dos animais tratados com lisina e metionina no presente estudo, o que no
diferiu estatisticamente a 5% de significancia, mas a 10%, por exemplo seria distinto e

poderia indicar uma tendéncia a supressao da producéo de gordura.

4.1.3. Teor de proteina bruta e caseina

A proteina do leite é composta basicamente de aminoacidos absorvidos no intestino,
gue por sua vez, sdo compostos pela proteina microbiana formada no ramen e pela proteina da
dieta ndo degradada no ramen, que chega ao intestino. O teor de proteina do leite é mais
sensivel a suplementacdo de aminoacidos do que a producdo de leite, sendo um bom
indicativo da eficiéncia da suplementacdo (NRC, 2001). No presente estudo, ndo houve
diferenca entre os teores e/ou producdo total de proteina encontrada no leite de ambos os
tratamentos.

Valores semelhantes foram apresentados por Greco (2008), onde o grupo controle
apresentou 3,12% de proteina bruta e o grupo onde foi adicionado HMBI apresentou um teor
de 3,13%, sem diferir estatisticamente.

Ja Socha et al. (2005), apresentaram resposta positiva ao incremento de lisina e
metionina em dietas com 18,5% de proteina bruta, muito semelhante aos 19,5% de PB da
dieta do presente estudo. Na ocasido, os autores utilizaram 84 vacas da raca holandesas,
divididas no pos parto em 6 grupos, sendo duas dietas basais de 18,5% e 16% e em cada dieta
trés tratamentos distintos: 1) dieta basal, sem fornecimento de aminoacidos; 2) dieta basal
com suplementacdo de 10,5g.dia’ de metionina protegida no rimen; 3) dieta basal com
adicdo de 10,2g.dia™ de metionina e 16g.dia™ lisina, ambos protegidos no rimen. Na dieta de
18,5% de PB, os teores de proteina do leite, neste caso proteina verdadeira, foram de 2,80,
3,01 e 2,94% para os tratamentos 1, 2 e 3 respectivamente. JA& com a suplementacdo dos
aminoacidos na dieta com 16% de proteina bruta, os autores supracitados ndo encontraram

diferengas significativas.
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Um incremento no teor de proteina do leite semelhante também foi verificado por
Donkin et al. (1989), que utilizando oito vacas holandesas no terco médio da lactacéo,
suplementadas com 15g de metionina e 40g de lisina sobre uma dieta base de 50% silagem de
milho e 50% concentrado, obtiveram teores de 3,15 vs. 3,25% de proteina do leite nos grupos
controle e tratamento, respectivamente. Neste mesmo estudo, ndo foi verificado diferengas
entre os tratamentos na ingestdo de matéria seca, na producgdo de leite, no teor de gordura e na
producdo de leite corrigida para 4% de gordura.

Além do incremento significativo do teor de proteina do leite que ndo houve, era
esperado que houvesse também diferencas nos teores de caseina, visto que esta representa
80% da proteina bruta do leite (LIVNEY, 2010). Porém, quando analisamos a fracdo de
caseina no leite, também ndo encontramos diferencas significativas (2,55 vs. 2,55% para 0s
grupos controle e com adi¢do de Lis/Met, respectivamente).

Kolver et al. (1999) é enfatico ao afirmar que para aumentar consistentemente e
previsivelmente o teor de proteina no leite, especialmente o componente de caseina, é
necessaria uma compreensao do fornecimento pos-ruminal de aminoécidos e do metabolismo
subsequente de aminoacidos pela vaca, ou seja, a estratégia de adicionar aminoacidos
protegidos no ambiente ruminal deve ser considerada, mas é necesséria a garantia de que
cheguem efetivamente a ser absorvidos no intestino.

No estudo apresentado por Donking et al.(1989), os autores, aléem da diferenca de
proteina dos tratamentos, identificaram diferencas na composicdo da caseina, indicando que
com a suplementagdo de lisina e metionina, houve um aumento nas quantidades de a-caseina

e B-caseina, enquanto a quantidade de k-caseinas foi diminuida.

4.1.4. Nitrogénio ureico do leite

Uma das possibilidades para a elevacao do teor de proteina bruta do leite, quando esta
ocorre, é que este apresente uma grande fracdo de nitrogénio ureico (NUL), visto que o
resultado em % de PB ndo faz distincdo entre as fracGes de proteina verdadeira e de
nitrogénio ureico presentes no leite.

Para discutir sobre os resultados obtidos no presente estudo e tentar entender porque
ndo se confirmaram as hipoteses, € necessario entender a dindmica de degradacgéo da proteina
e a sintese hepética da ureia. Esta cinética inicia no ambiente ruminal, no momento em que

ocorre a degradacdo da proteina verdadeira, do nitrogénio ndo proteico, do N reciclado para o
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ramen na forma de ureia e da proteina originada na degradacdo dos microrganismos mortos
ainda no rimen. Esta degradacdo gera amonia (NH3), a qual é utilizada com maior ou menor
eficiéncia de acordo com o teor de energia no rimen. A maior parte da amonia nao utilizada
para a sintese microbiana é absorvida através da parede ruminal por difusdo e transportada
para o figado pela veia porta, jA que ndo pode permanecer na corrente sanguinea por
apresentar alta toxidez aos ruminantes. No figado, por sua vez, a am6nia é convertida em
ureia (atraves do ciclo da ureia), um composto ndo toxico e nesta reacdo, 2 moles de ATPs sao
utilizados, ou seja, existe demanda energética no processo. Por fim, parte desta ureia
sintetizada é excretada, via urina em especial, mas também via leite, e parte retorna ao rimen
via saliva ou corrente sanguinea (SANTOS, 2005).

Portanto a concentracdo do nitrogénio ureico do leite € um indicativo confidvel do
balanco proteico, se em excesso ou deficiéncia (MEYER, 2006). Contudo, conforme citado
por Santos (2006), este balanco é dependente do aporte de energia dietético, podendo a
proteina estar sendo aportada em niveis corretos e “sobrar” por deficiéncia de carboidratos
fermentaveis no ramen, além da possibilidade 6bvia nos casos de elevacdo dos niveis de
nitrogénio ureico no leite serem decorrentes de elevados niveis de PDR na dieta.

Os valores encontrados no presente estudo séo baixos, frente aos dados apresentados
por Doska (2010), que ap6s analisar os dados do Programa de Anélise de Rebanhos Leiteiros
do Parand (PARLPR), incluindo 96 rebanhos e 156.630 anélises, encontrou o valor médio de
14,18ml.dL-1 para a raca holandesa. Ainda o autor, em outro estudo, dividiu os valores de
NUL encontrados em funcéo de trés patamares de produtividade da vaca, que chamou de “alta

13

producao” vacas produzindo acima de 36litros.vaca™.dia?, “média producao” valores entre 27
e 36litros.vaca™.dia® e “baixa producdo” abaixo de 27litros.vaca™.dia”, sendo os valores
corrigidos para 3,5% de gordura encontrou valores de 15,71, 14,19 e 12,83mg.dL™ para os
grupos de alta, média e baixa produgdes respectivamente.

Hutjens & Barmore (1995), citados por Broderick (1995), sugeriram que variacdo de
12 a 17 mg/dL de NUL indica 6timo balanceamento de proteina degradada e energia
fermentada no rdmen. Valores de 10 a 16 mg/dL™, dependendo da producdo de leite, foram
sugeridos por Jonker et al. (1999), que recomendaram a utilizacdo de NUL para avaliar a
excrecdo de nitrogénio em vacas de leite. J4 Machado & Cassoli (2007), sugerem que para
teores de proteina bruta do leite entre 3,0 e 3,2%, os niveis de concentracdo de nitrogénio
ureico devem ser mantidos entre 10 e 14mg.dL™. Ainda avaliando parametros, Butler et

al.(1996), sugerem que valores de nitrogénio ureico do leite superiores a 19mg.dL™ estdo
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associados a um decréscimo de 20 pontos percentuais na taxa de prenhes de vacas em
lactacdo.

Estes parametros corroboram para a afirmacdo de um bom ajuste proteico energético
das dietas experimentais, onde os valores encontrados 12,40 e 12,15mg.dL™ para os grupos
controle e Lis/Met, respectivamente e ndo distintos estatisticamente, demonstram que houve
um aporte de proteina dietética adequado, ndo deficiente tampouco em excesso, associado a
uma quantidade ajustada de carboidratos. Estes resultados ficaram abaixo do que o modelo de
predicdo indicou, que era de 14,4 e 14,7mg.dL™ para os grupos controle e Lis/Met,
respectivamente.

Dentre as variaveis de composi¢do do leite que podem afetar os niveis de nitrogénio
ureico no leite, se destacam a producéo de lactose e de proteina (kg), que explicam 62 e 56%,
respectivamente, da variabilidade total de NUL (MEYER, 2006). Esta informacao corrobora
com os dados obtidos neste estudo, onde o grupo Lis/Met apresentou maiores teores, mas ndo
maiores producdes totais de proteina bruta e de lactose, ndo influenciando a concentracéo de
NUL, que por sua vez ndo diferiu entre os tratamentos.

Estas ralacbes podem ser consideradas para estudos posteriores, visto que a
preocupacdo ambiental e elevacdo da eficiéncia do uso do nitrogénio sdo cada vez mais
prementes em sistemas de producdo de leite, podendo a substituicdo de fracdo da proteina
bruta da dieta por aminoécidos protegidos e assimilados no intestino, colaborar com a menor

excrecdo do N pela vaca.

4.15. Teor de lactose

Para entender os resutados obtidos no componente lactose, é importante que exista um
entendimento claro da sua composicao e sintese.

A Lactose € um composto especifico da glandula mamaéria, sendo o principal
carboidrato presente no leite bovino. E um dissacarideo, composto de dois monossacarideos:
galactose e glicose, ligados por uma ponte glicosidica -1,4 (HURLEY, 2010). A lactose, por
ser um dos principais reguladores osmaticos do leite, ndo apresenta grandes variagdes quanto
ao seu teor, visto que sua maior ou menor sintese na glandula mamaria é compensada por
maior ou menor aporte de agua da corrente sanguinea para o interior da glandula (HURLEY,
2010; BERG, 2004). Talvez por esta razdo, muitos estudos envolvendo a suplementacéo de

aminoéacidos ndo avaliam o impacto destes no teor de lactose.
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Para entender os fatores que impactam na sintese da lactose é fundamental que sejam
compreendidas as etapas que antecedem esta reacdo na glandula maméria. Como citado
anteriormente, a lactose é resultante da ligacdo entre uma glicose e uma galactose, galactose
esta que tem origem em uma molécula de glicose, que é convertida em UDP-Glicose e
posteriormente em UDP-Galactose, ou seja, a galactose € originada a partir de outra glicose,
sendo esta, portanto, a chave para todo o processo. (HURLEY, 2010).

Em ruminantes, a glicose hepatica é formada a partir de um processo chamado de
gliconeogénese, sendo o propionato seu principal precursor, ja que outros compostos como o
acetato, o butirato e outros acidos graxos de cadeia longa ndo podem contribuir para uma
sintese liquida de glicose. (BERGMAN et.al,1990). Este propionato tem origem na
fermentacdo de carboidratos em nivel ruminal, relacionando portanto o aporte energético da
dieta com o potencial de producédo de propionato, glicose e lactose, consequentemente.

Hurley (2010) no entanto, demonstra que um grupo de aminoécidos, chamados de
gliconeogénicos, também apresentam um papel importante como precursores de glicose em
ruminantes. Neste grupo, que inclui também a alanina, a cistina, a glicina, os acido aspartico e
glutdmico, a arginina, a histidina, a prolina e a valina, esta inclusa também a metionina
(NELSON & COX, 2005). Santos (2011) aponta que alguns estudos realizados com vacas em
lactacdo sugerem que os aminoacidos que chegam ao figado podem responder por até 17% da
glicose produzida neste 6rgéo.

Por esta razdo, € possivel e tendencioso que a suplementacdo com metionina da dieta
de vacas em lactacdo possa interferir na sintese de lactose, incluindo potencialmente a lisina,
que é um aminoacido gliconeogénico e cetogénico, ou seja, precursor tanto da sintese de
glicose quanto de acidos graxos (SANTQOS, 2006).

No presente estudo, os teores de lactose encontrados foram distintos entre os grupos de
forma altamente significativa, com superioridade para o grupo onde os aminoacidos foram
suplementados quando comparado ao grupo controle sem aminoacidos (4,61 vs. 4,48
respectivamente), sugerindo que houve um aporte de glicose superior na glandula mamaria no
grupo que recebeu a suplementacdo de aminoacidos.

Resultados distintos foram encontrados por Greco (2008), que utilizando animais
sobre pastejo de graminea tropical, ndo encontrou diferenca entre o grupo controle e o grupo
que foi adicionado um analogo de metionina, onde obteve os valores de 4,30 e 4,32% de

lactose, respectivamente, sendo estes valores expressivamente menores que do atual estudo.
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Em contrapartida, no presente estudo, a quantidade de lactose produzida em kg.vaca.”
! dia® entre os tratamentos ndo diferiu estatisticamente, conforme os dados expostos na
Tabela 10, e associando a producgdes de leite iguais entre os tratamentos, podemos associar as
diferencas encontradas nos teores de lactose muito mais pela influencia na depressdo da

gordura e/ou outros componentes do leite do que a maior producéo de lactose.

4.1.6. Teor de solidos totais

Os teores absolutos de solidos totais do leite também diferiram estatisticamente entre
0s grupos, tendo o grupo controle apresentados valores superiores, 12,56 contra 12,26% do
grupo Lis/Met.

Relembrando, o grupo tratado com lisina e metionina apresentou uma diferenga de
0,19% a menos de gordura e mais 0,03% e 0,13% de proteina e lactose respectivamente. Estas
diferencas isoladas ndo explicam a diferenca de 0,30% em sélidos totais. Contudo, sabendo
que a lactose é responsavel por cerca de 50% do potencial osmético do leite (HURLEY,
2010), o fato de existir uma diferenga significativa no teor de lactose e néo significativa no
volume de leite pode nos induzir a considerar a existéncia de componentes importantes que
contribuiram para esta regulacdo do volume produzido entre os animais experimentais e um
valor de sélidos totais superior ao grupo Lis/Met.

Fatores ndo avaliados na composi¢do do leite podem ser importantes, visto que leite e
sangue apresentam equilibrio isosmotico, ou seja, apresentam pressdes semelhantes, embora
ndo estejam quimicamente em equilibrio. Teores de sais, ions e proteinas, aléem de outros
compostos que respondem fortemente pelo potencial osmoético e diferenca elétrica, devem ser
considerados (HURLEY, 2010).

4.1.7. Contagem de células somaticas

A contagem de células somaticas no leite apresentadas no presente estudo nao
diferiram estatisticamente. O grupo controle apresentou uma contagem média de 309mil
CS.ml™* e o grupo Lis/Met 363mil CS.ml™, o que segundo, Stiles & Rodenburg (1996), ja

acarretam perdas em produtividade na casa de 6%.
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Com os resultados individuais de CCS, foram identificados trés animais como outliers
pelo teste de distancia de Cook, e estes removidos na integra, de ambos os periodos
experimentais, e das demais variaveis. Isto se deve a importancia que a CCS tem em
influenciar os demais componentes do leite, sendo chave no processo de avaliacdo dos
resultados.

Esta influéncia se deve ao fato de que células sométicas sdo a soma de células
descamadas dos tecidos secretores da glandula mamaria e das células de defesa da vaca
(leucocitos), sendo este segundo grupo 0 mais importante em termos quantitativos. Por serem
células de defesa, sdo oriundos da corrente sanguinea e devido a presenca de algum agente
potencialmente patogénico, migram para o interior da glandula mamaéria. Sendo a mastite o
processo inflamatorio da glandula mamaria por estes patdgenos, a presenca dos leucécitos no
leite e consequente elevacdo da contagem de células somaticas € um bom indicativo do grau
de inflamagcdo (MACHADO et al., 1999).

Machado et al. (2000), analisando 4785 analises de leite feitas entre 1996 e 1998 de
rebanhos leiteiros de Sdo Paulo e Minas Gerais, verificaram que leites de tanque com
contagem de células somaticas mais altas, apresentaram maior porcentagem de gordura,
menor teor de proteina e lactose e teores semelhantes sélido totais, o que corroboram com 0s
resultados do presente estudo, que embora ndo tenham apresentados diferencas significativas,
numericamente o grupo controle se encaixou neste perfil, com exce¢do dos solidos totais. As
mudancas significativas encontradas pelos autores ocorreram a partir de 1.000.000 CS.ml*
para gordura e 500 mil CS.ml™ para proteina e lactose.

Um quadro de melhora na salde da glandula maméria é esperado visto que a
Metionina é um aminoacido essencial precursor da cisteina, um aminoacido ndo essencial. A
cisteina por sua vez, € um componente ativo da enzima Glutationa Peroxidase, um dos mais
importantes antioxidantes presente no organimo dos mamiferos, e desta forma, existe a
expectativa que animais com adequado suprimento de metionina tenham um melhor status de
salde (GRECO, 2008).

A resposta da adicdo de aminoacidos em vacas em lactacdo, expressa em incremento
na producdo de leite e proteina do leite, s3o apenas “a ponta do iceberg”, visto que as
respostas podem ir muito além, passando por elevacdo na saude hepatica, imunidade e
reproducdo (SCHWAB, 2012).

Poucos estudos tem buscado relacionar a adigdo de lisina e metionina com a contagem

de células somaticas no leite. Para uma resposta sélida neste quesito, talvez sejam necessarios
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periodos experimentais mais longos, visto que a melhora no quadro de saide dos animais
apresentam efeitos cumulativos e lentos, em especial para que isto acarrete melhoras

significativas na satde da glandula mamaria em especial.

4.1.8. Teores e ureia e creatinina no sangue e urina

A creatinina encontrada no plasma é derivada, na sua totalidade, do catabolismo da
creatina presente no tecido muscular, este, um metabo6lito precursor da creatinina que tem a
funcdo de armazenar energia nos musculos na forma de fosfocreatina (GONZALEZ &
SCHEFFER, 2002). Assim, a degradacéo da creatina, elevando o teor de creatinina no sangue
pode ser reflexo de uma demanda energética superior e por consequéncia da degradacdo de
tecido muscular para atender a ela. Por outro lado, a creatinina € eliminada exclusivamente
por via renal, assim sendo, altos niveis podem representar, quando em um individuo

especificamente, uma deficiéncia renal.

Maturana Filho (2013) cita que aumentos nos teores de creatina quinase (enzima
derivada do catabolismo da creatina presente no tecido muscular) provavelmente esta ligado
ao aumento na producdo leiteira em vacas no pico de lactacdo e/ou em condicbes de
claudicacdo dos animais (grandes desafios), e identificou que as alteracdes enzimaticas séricas
da creatina ocorrem em fases de maior exigéncia energética dos animais, podendo
sobrecarregar a atividade hepética até mesmo em momentos onde as vacas ja regularam o
consumo de matéria seca. O autor ainda cita que estes resultados estdo em concordancia com
Traditi et al. (1982) e Souza (2005).

Reiterando que a excre¢do da creatinina s ocorre por via renal, os teores de creatinina
no sangue sdo altamente correlacionados com os niveis de ureia e creatinina na urina. Assim,
podemos analisar o conjunto dos dados obtidos com o presente estudo, onde o aporte dos
aminoacidos lisina e metionina acarretou menor indice de creatinina no sangue (0,89 vs.
0,74mg.DI™ nos grupos controle e Lis/Met, respectivamente), mas indices semelhantes de
creatinina na urina (42,46 vs. 38,04mg.DI" para os grupos controle e tratamento,
respectivamente). Esta diferenca no teor de creatinina no sangue demonstra uma maior
atividade degradativa da creatina para regeneracao rapida de ATP no grupo controle, ou seja,
0 grupo com o correto balanceamento de aminoacidos teve menor mobilizagéo e conversdo de

tecidos em energia para sustentar as altas producoes.



Elevadas mobilizagGes corporais, incluindo tecidos musculares sdo bastante comuns
em dietas com grande participacdo de pastagens temperadas e suplementacGes proteicas, onde
0 excesso de proteina gera uma elevacdo na concentracdo de amonia na corrente sanguinea,
como descrito no item 4.2.4., e elevando muito a demanda energética para secretar este

€XCeSSO.

Um indicador auxiliar aos teores de nitrogénios ureicos do leite é os teores de ureia no
sangue e na urina. Ortolani (2002) define que a ureia € origindria do catabolismo de
aminoacidos, &cidos nucleicos e aménia enddgena ou exdgena, proveniente da dieta, ou seja,
quanto maior o teor de proteina da dieta fornecida aos animais, em especial a proteina de alta

degradacdo ruminal, maior sera o teor de ureia plasmatica.

Neste estudo, verificamos que a relacdo entre os teores de ureia, tanto no sangue
guanto na urina, ndo foram distintos entre os tratamentos (25,01 vs. 25,09mg.DI™* de ureia no
sangue e 347 para o grupo Lis/Met contra 280mg.DI™* de ureia na urina), ou seja, néo existe

diferenca no fluxo de ureia sendo excretado pelos animais de ambos 0s grupos.

Esta constatacio ndo é de dificil compreensdo, visto que por conceito, a
suplementacdo de aminodcidos eleva o teor de proteina metabolizadvel da dieta para os
animais, mesmo que estes tenham mecanismos de protecdo ruminal. O que parece ser positivo
e indica que os animais que receberam 0s aminoacidos lisina e metionina apresentaram
menores teores de mobilizacdo de tecidos musculares nos grupos tratamentos, evidenciando
gue os aminoacidos fornecidos foram precursores de energia para 0 metabolismo, evitando ou

minimizando uma degradacdo muscular para atender a producao.
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5. CONCLUSAO

A suplementacdo com os aminoacidos lisina e metionina ndo eleva a producéo de leite,

tampouco de leite corrigido para gordura.

A suplementagdo com os aminodcidos lisina e metionina alteram a composi¢do do
leite significativamente, apresentando maior teor de lactose e valores inferiores para os teores
de sélidos totais e gordura. A produgdo em kg.dia™® foi semelhantes para os componentes

lactose, proteina bruta e gordura foram iguais.

A suplementacdo dos aminoacidos lisina e metionina ndo afeta a eficiéncia do uso
nitrogénio, mas equilibra a demanda energética dos animais, reduzindo os teores de creatinina

no sangue, evidenciando menores mobiliza¢Ges de tecido muscular.

Estudos mais aprofundados sdo necessarios para que sejam compreendidos
mecanismos que regulam e interferem nas questdes discutidas no presente estudo, alem de
buscar identificar em quais grupos animais e em qual situacéo as respostas sao mais concretas
e confiaveis.
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