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RESUMO

Resumo

Este trabalho encontra-se organizado em 7 capitulos que correspondem
essencialmente a duas partes — a primeira, de revisdio bibliografica e a segunda, de
apresentagdo do trabalho experimental. Assim, na PARTE I foi realizada uma revisdo
bibliografica sobre nutrientes azotados e energéticos passiveis de influenciar a fungéo
ruminal (CAPITULO 2) e sobre os efeitos do sincronismo entre as disponibilidades de N e de
energia no ramen na fungdo ruminal e na produtividade de vacas leiteiras (CAPITULO 3).
Reconhece-se que a consideragdo dos efeitos da natureza dos substratos (azotados e
energéticos), bem como que a quantificagio da reciclagem de N e das necessidades de
manutencio da populagdo microbiana, permitird maximizar a fermentagéo no rimen. Mas,
reconhece-se também, que a sincronizagio de libertagdo de energia ¢ de N no ramen ndo
deve ser descurada, em particular quando o crescimento microbiano é limitado pelas
disponibilidades de hidratos de carbono fermentaveis e/ou de amoniaco.

Na PARTE II apresenta-se o trabalho experimental. No CAPITULO 4 apresentam-se e
discutem-se os resultados dos ensaios conduzidos com o objectivo de estudar os efeitos de
diferentes estratégias de suplementagdo azotada de silagens de milho na ingestdo
voluntaria e na produgdo e composicdo do leite de vacas leiteiras. Estes efeitos foram
avaliados em trés experiéncias delineadas de acordo com trés quadrados latinos 3x3. Em
cada experiéncia, nove vacas Holstein foram alimentadas com dietas completas a base de
silagem de milho. Na Experiéncia 1, foram utilizadas vacas no meio da lactagdo para
estudar os efeitos de dietas com diferente relagio entre a proteina efectivamente degradavel
no ramen (ERDP) e a energia metabolizavel potencialmente fermentivel (FME), que
proporcionaram, respectivamente, uma grande (RL) e uma ligeira deﬁc1enc1a (RM) € um
ligeiro excesso (RH) em relagdo ao nivel objectivo de 11 g ERDP MJ!FME para vacas em
lactagdio. As dietas foram formuladas para serem isoenergéticas e de modo a satisfazerem
as necessidades dos animais em proteina metabolizavel. Na Experiéncia 2, foram utilizadas
vacas no inicio da lactagdo para avaliar os efeitos de diferentes relagGes entre proteina
rapida e lentamente degradavel no ramen. As diferentes relagbes foram alcancadas
substituindo, no alimento concentrado, parte de bagago de soja por ureia (0, 5 e 10 g ureia
kg™, respectivamente, para os alimentos U0, U5 e U10). Na Experiéncia 3 foram estudados
os efeitos da sincronizacdo das disponibilidades de FME e de ERDP no rimen. Assim,
vacas no meio da lactacio foram alimentadas com uma dieta constituida por silagem de
milho, feno de azevém, alimento concentrado energético e alimento concentrado proteico.
O alimento concentrado proteico foi fornecido uma (D1) ou duas (D2) vezes ao dia, antes
da distribuicsio da dieta base, ou como alimento completo (DU), juntamente com a dieta
base.

A dieta RL promoveu (P<0,05) menor ingestdo de matéria seca € menor producdo
de leite, mas maior (P<0,01) eficiéncia de utilizagio da proteina da dieta para a sintese de
proteina do leite, ndo existindo diferengas entre as dietas RM e RH. Na Experi€ncia 2, os
tratamentos ndo afectaram significativamente (P>0,05) a ingestdo de matéria seca, a
produgdo e a composi¢dio do leite. Os resultados da Experiéncia 3 mostraram pequenos
beneficios do sincronismo entre as disponibilidades de FME e de ERDP no ramen, uma
vez que, apenas, o tratamento D1 promoveu menor (P<0,05) produ¢do de leite, ndo se




RESUMO

observando diferencas entre os tratamento D2 e DU. Os resultados da relagdo
alantoina/creatinina em amostras de urina sugerem que o volume de urina produzido
aumenta, quer com a ingestio de N, quer com o aumento do assincronismo da
disponibilizagio de energia e de N no rimen. Esta técnica ndo permitiu identificar
diferencas antecipadas no fluxo de proteina microbiana para o duodeno, tendo, também,
sido observada variacdo diurna na excregfo urinaria de creatinina, 0 que sugere a
necessidade da recolha da totalidade da urina excretada para se estimar o fluxo de proteina
microbiana para o duodeno, em vacas leiteiras, através da excregdo urinéria dos derivados
das purinas.

No CAPITULO 5 estudou-se o perfil em acidos gordos do leite de vaca como método
nio invasivo de diagnostico da fungdio ruminal. O perfil em 4cidos gordos do leite foi
significativamente afectado pelo fornecimento, na dieta, quer de N, quer de hidratos de
carbono. A analise de factores (principal component factor analysis) discriminou
claramente os 4cidos gordos que sfo sintetizados na glandula mamaéria (acidos gordos de
cadeia curta e média), que dependem da actividade da A° -desaturase (acidos gordos
monoenobicos), que sdo sobretudo absorvidos directamente da corrente sanguinea (4cidos
gordos de cadeia longa) e aqueles que dependem das populagdes microbianas do rumen
(4cidos gordos de cadeia impar). A andlise discriminativa canénica mostrou um maior
poder discriminatério, entre dietas, dos 4cidos gordos de cadeia impar no leite. Os niveis
de acido 12-metil-tetradecandico (anteiso Cisp) aumentaram com O fornecimento de
actcares na dieta, os 4cidos 15-metil-hexadecantico (iso Ci7.0) € 14-metil-hexadecandico
(anteiso Cy7,) associaram-se com o0s teores em NDF e em PB, parecendo ser o &cido
heptadecandico (Ci7.0) um marcador da deficiéncia em proteina. Os resultados sugerem
que o perfil em 4cidos gordos de cadeia impar do leite tem potencial como método ndo
invasivo de diagnostico da fungfio ruminal, em termos de populagdes microbianas,
substratos e interacgdes, embora esta hipotese tenha, ainda, de ser validada.

Admite-se, uma vez mais, a necessidade dos sistemas correntes de formulagio de
regimes alimentares — factoriais e estaticos — se basearem nos mecanismos do rimen e do
préprio animal, bem como na dinidmica dos nutrientes individuais, sendo, ainda, desejavel
que estes permitam prever a variagsio da composicdo dos produtos de origem animal.
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ABSTRACT

Abstract

CABRITA, A.RJ.B., 2003. Influence of Nitrogen Supplementation of Maize Silages on
Rumen and Lactogenic Functions of Dairy Cows. Doctoral Thesis. Instituto de Ciéncias
Biomédicas de Abel Salazar, University of Porto, Porto, Portugal, XXIV, 270 pp.

This work is organised in 7 chapters that essentially correspond to two parts — the
first, a literature review and the second, a presentation of the experimental work.
Therefore, PART I presents a review of the literature on nitrogenous and energetic nutrients
that could affect rumen function (CHAPTER 2) and on the effects of synchronising N and
energy supply on rumen function and on productivity of dairy cows (CHAPTER 3). It is
recognised that taking into account the effects of substrates nature (nitrogenous and
energetic) and the quantification of N recycling as well as the maintenance needs of rumen
microbes, will allow the maximization of rumen fermentation. It is also recognised that
synchronising N and energy supply to the rumen should not be ignored, particularly in
conditions where microbial growth is limited by fermentable carbohydrates and/or
ammonia.

PART II presents the experimental work. CHAPTER 4 presents and discusses the
results of experiments conducted to study the effects of different N supplementation
strategies of maize silages on voluntary intake, production and milk composition of dairy
cows. These effects were evaluated in three 3x3 Latin square-design experiments. In each
experiment, nine Holstein cows received total mixed rations (TMR), based on maize
silage. In Experiment 1, mid-lactation cows were used to study effects of diets with
different ratios of effective rumen-degradable protein (ERDP; g) to fermentable
metabolizable energy (FME; MJ), prov1d1ng, respectively, a large deficiency (RL), a shght
deficiency (RM), and a slight excess (RH) in relation to the target level of 11 g ERDP VAR
FME for lactating cows. Diets were formulated to be isoenergetic, and to satisfy the
metabolizable protein requirements. In Experiment 2, early-lactation cows were used to
evaluate effects of different proportions of qulckly and slowly rumen-degradable protem
achieved by replacing soybean meal with urea in the concentrates (0, 5 and 10 g urea kg
for U0, U5 and U10, respectively). Experiment 3 investigated the effects of synchronizing
the availability of FME and ERDP in the rumen. Mid-lactation cows received a diet
containing maize silage, ryegrass hay, energy-rich concentrate and protein-rich
concentrate. The protein-rich concentrate was either fed once (D1) or twice (D2) a day
before the meal, or included in the TMR (DU).

Treatment RL led (P<0.05) to lower dry matter intake, and milk yield, but higher
(P<0.01) efficiency of utilization of dietary protein in the synthesis of milk protein; there
were no significant differences between treatments RM and RH. There were no significant
(P>0.05) treatment effects on dry matter intake, milk yield or milk composition in
Experiment 2. Results from Experiment 3 showed only small benefits in altering the
diurnal pattern of supply of RDP and FME, since only with treatment D1 cows produced
significantly less (P<0.05) than D2 and DU cows, which were similar. Analysis of the
allantoin/creatinine ratio in spot urine samples suggests that urine volume increased in
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response to increased or unbalanced protein supply. This technique was not useful in
identifying the predicted differences in microbial protein yield from the rumen. This fact
along with the observed diurnal variation on urinary excretion of creatinine, suggests the
need of collection of all urine voided to estimate the microbial protein supply to the
duodenum by the purine derivatives excretion in urine.

The use of milk fatty acid profiles of dairy cows as a non-invasive technique to
diagnose rumen function was studied in CHAPTER 5. Dietary N and carbohydrate supply
significantly affected milk fatty acid profiles. Principal component factor analysis provided
a reasonable description of the data, clearly discriminating between fatty acids that are
synthesized by different metabolic pathways. Several sources/pathways were
distinguished: de novo synthesis in the mammary gland (short- and medium-chain fatty
acids), A’-desaturase activity (monoenoic fatty acids), direct absorption from the blood
stream (long-chain fatty acids), and de novo synthesis by the rumen microbial populations
(odd-chain fatty acids). Discriminant canonical analysis showed that milk odd-chain fatty
acids had a higher ability to discriminate between diets than even-chain fatty acids. 12-
methyl-tetradecanoic acid (anteiso Cisy) increased in line with increasing sugar supply,
15-methyl-hexadecanoic acid (iso Ci7.0) and 14-methyl-hexadecanoic acid (anteiso Ci7.0)
were associated with the NDF and CP contents of diets, and heptadecanoic acid (Ci7:0)
appears to be a marker of protein deficiency. The results suggests that milk odd-chain fatty
acids have potential to be used as a non-invasive technique to assess rumen function in
terms of microbial populations, substrates and interactions, though this hypothesis should
be further validated.

It is considered, once more, that current feed evaluation systems — factorial and
static — should be based on the mechanisms within the rumen and the animal, as well on
the dynamics of individual nutrients, being, also, desirable that they would be capable of
predicting changes in composition of the animal products.
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RESUME

Résumé

CABRITA, A.R.J.B., 2003. Influence de la Supplémentation Azotée d’Ensilages de Mais
dans la Fonction Ruminalle et Lactogenique de Vaches Laiti¢res. Thése Doctoral. Instituto
de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar, Université du Porto, Porto, Portugal, XXIV, 270

Pp-

Ce travail a été organisé en 7 chapitres correspondant a deux parties
complémentaires — la premiére, de révision bibliographique, et la deuxiéme, de
présentation du travail expérimental. Ainsi, dans la PARTIE I a été réalisée une révision
bibliographique sur nutriments azotés et énergétiques passibles d’influencer la fonction
ruminalle (CHAPITRE 2) et sur les effets du synchronisme entre les disponibilités d’azote et
d'énergie dans le rumen sur la fonction ruminalle et la productivité de vaches laitieres
(CHAPITRE 3). On reconnait que la considération des effets de la nature des substrats
(azotés et énergétiques), ainsi que la quantification de 1’azote recyclé et des nécessités de
maintien de la population microbienne, permettra d’optimiser la fermentation dans le
rumen. Mais, on reconnait aussi, que la synchronisation entre la libération d'énergie et
d’azote dans le rumen ne doit pas étre négligé, en particulier quand la croissance
microbienne est limitée par les disponibilités d'’hydrates de carbone fermentable et/ou
d'ammoniaque.

Dans la PARTIE II on présente le travail expérimental. Au CHAPITRE 4 sont
présentées et discutées les résultats des essais conduits avec I'objectif d'étudier les effets de
différentes stratégies de supplémentation azotée d'ensilages de mais dans l'ingestibilité des
régimes et dans la production et la composition du lait de vaches laitiéres. Ces effets ont
été évalués dans trois expériences selon un schéme de trois carrés latins 3x3. Dans chaque
expérience, neuf vaches Holstein ont été nourries avec des rations complétes a base
d'ensilage de mais. Dans I'Expérience 1, ont été utilisées des vaches en phase moyenne de
lactation pour étudier les effets des rations avec différente relation entre la protéine
effectivement dégradable dans le rumen (ERDP) et I'énergie métabolisable potentiellement
fermentable (FME), lesquels ont proportionné, respectivement, un grand (RL) et un légére
défaut (RM) et un léger exces (RH), relativement a un niveau objectif de 11 g ERDP Mt
FME pour vaches dans lactation. Les régimes ont été formulés pour étre isoenergétiques et
capables de satisfaire les nécessités des animaux en protéine métabolisable. Dans
'Expérience 2, ont été utilisées des vaches au début de lactation pour évaluer les effets de
différentes relations entre protéine rapide et lentement dégradable dans le rumen. Les
différentes relations ont été atteintes en substituant, dans l'aliment concentré, partie de
tourteau de soja par urée (0,5 et 10 g urée kg, respectivement, pour les aliments U0, U5 et
U10). Dans 1'Expérience 3 ont été étudiés les effets des synchronisations entre les
disponibilités de FME et de ERDP dans le rumen. Ainsi, des vaches au moyen de lactation
ont été nourries avec une ration constituée par ensilage de mais, foin de ray-grass, aliment
concentré énergétique et aliment concentré protéique. L'aliment concentré protéique a été
fourni une (D1) ou deux (D2) fois par jour, avant la distribution de la ration de base ou
mélangé avec elle (en aliment compléte; DU).
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La diéte RL a promu (P<0,05) moindre ingestion de matiére séche et production de
lait, mais plus grande (P<0,01) efficacité d'utilisation de la protéine de le régime pour la
synthése de protéine du lait, n'existant pas de différences entre les diétes RM et RH. Dans
I'Expérience 2, les traitements n'ont pas affecté significativement (P>0,05) ni l'ingestion de
matiére séche, ni la production et la composition du lait. Les résultats de 'Expérience 3 ont
montré de petits bénéfices du synchronisme entre les disponibilités de FME et de ERDP
dans le rumen, une fois que, seulement le traitement D1, a promu moindre (P<0,05)
production de lait, et on n’observe pas des différences entre le traitement D2 et DU. Les
résultats de la relation allantoine/creatinine dans des échantillons d'urine suggérent que le
volume d'urine produit augmente, soit avec l'ingestion de N, soit avec l'augmentation de
I'assynchronisme de disponibilisation d'énergie et de N dans le rumen. Cette technique n'a
pas permis d'identifier des différences prévues dans le flux de protéine microbienne pour le
duodénum, ayant, aussi, été observé variation diurne dans l'excrétion urinaire de creatinine,
ce qui suggeére la nécessité de la récolte de la totalité de I'urine excrétée pour I’estimation
du flux de protéine microbienne pour le duodénum, dans les vaches laitiéres, a travers
I'excrétion urinaire des dérivés des purines.

Au CHAPITRE 5 nous avons étudié le profil des acides gras du lait de vache comme
méthode non invasive de diagnostic de la fonction ruminalle. Le profil des acides gras du
lait a été significativement affecté par l'approvisionnement, soit de N, soit d'hydrates de
carbone, du régime. L'analyse des facteurs (principal component factor analysis) a
discriminé clairement les acides gras (i) qui sont synthétisés dans la glande mammaire
(acides grasses de chaine courte et moyenne), (ii) que dépendent de l'activité de la A® -
desaturase (acides gras monoénoiques), (iii) que sont surtout absorbés directement de la
chaine sanguine (acides gras de chaine longue) et (iv) ceux qui dépendent des populations
microbiennes du rumen (acides gras de chaine impaire). L'analyse discriminative
canonique a montré le plus grand pouvoir discriminatoire, entre les régimes, des acides
gras de chaine impaire, du lait. Les niveaux d'acide 12-metil - tetradecanoique (anteiso
C)s:0) ont augmenté avec I'approvisionnement des sucres dans la ration, les acides 15-metil-
hexadecanoique (iso Ci7) et 14-metil-hexadecanoique (anteiso Ci7.) se sont associées
avec les teneurs de NDF et de protéine brute, semblant étre I'acide heptadecanoique (Ci7.0)
un marqueur de déficit en protéine. Les résultats suggérent que le profil des acides gras de
chaine impaire du lait ait potentiel comme méthode non invasive de diagnostic de la
fonction ruminalle, en ce qui touche la population microbienne, les substrats et les
interactions, bien que cette hypothése doive étre, encore, validée.

On admit, encore, que les systémes courant de formulation des régimes alimentaires
— factorielles et statiques — doivent se baser dans les mécanismes du rumen et du animal,
ainsi que dans la dynamique des nutriments individuels, étant, encore, désirable que ces
systémes permetire de prévoir les variations de la composition des produits d’origine
animale.
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“Understanding the dairy cow is a matter of heart and mind.”
(WEBSTER, 1993).

CAPITULO 1

Introducao Geral

1.1. OBJECTIVOS

Na concepgio deste trabalho tivémos como objectivos principais o estudo dos
efeitos de diferentes estratégias de suplementagio azotada de silagens de milho na
producdo de vacas leiteiras e a avaliagio do potencial de utilizagdo do perfil em acidos
gordos do leite de vaca como metodologia nfo invasiva de diagnéstico da fung¢éio ruminal,

em termos de populagdes microbianas, substratos e interacgoes.

Pensamos que o primeiro objectivo também se enquadra na crescente preocupagio
com o impacto ambiental das exploragdes animais, bem patente na politica agricola da
Unido Europeia e pelo facto de, em sistemas de produggo de leite baseados na cultura do
milho-forragem, a suplementagio azotada ser crucial a eficiente utilizagio dos alimentos
ingeridos e, consequentemente, a obtengdo de producSes e rentabilidades elevadas. Estas
razdes tornam imperiosé, entre outras, a eficiente utilizagio da frac¢io azotada da dieta.
Neste contexto, a eficiente conversdo do azoto (N) degradavel no rimen (RDP) em
proteina microbiana permite, por um lado, fornecer ao animal ruminante aminoécidos
essenciais e nfio essenciais menos dependente do fornecimento de proteina ndo degradavel
no rimen (UDP) e, por outro, reduzir a carga poluente das exploragdes leiteiras, pelo

menos, em termos de N.

A necessidade de diagnéstico da fungdo ruminal ao nivel da exploraggo, aliada as
preocupagdes com o bem-estar animal e ao facto dos resultados obtidos, em condigbes
experimentais, nio serem sempre directamente transponiveis para as situagdes praticas,

justificam o segundo objectivo, isto &, o desenvolvimento de metodologias ndo invasivas
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de diagnéstico da fungfo ruminal passiveis de serem aplicadas em animais ndo
modificados cirurgicamente, que possam, de facto, servir de base ao desenvolvimento de

testes rapidos de diagnéstico do maneio alimentar ao nivel da explorago.

1.2. ORGANIZACAO

Neste trabalho estuddmos a resposta produtiva de vacas leiteiras a diferentes
estratégias de suplementagfio azotada, considerando em particular os efeitos observados a
nivel do rimen. Assim sendo, e admitindo que o primeiro objectivo de formulagéo de
regimes alimentares para animais ruminantes passa pela maximiza¢do da sintese de
proteina microbiana no ramen consideramos, como ponto de partida, o estudo de factores
relacionados com a variago da disponibilidade de nutrientes azotados e energéticos que
influenciam a fungdo ruminal e que ou ndo sdo considerados, ou sdo-no de forma

incompleta, pelos sistemas de formulagdo actuais. Assunto que € revisto no CAPiTULO 2.

Mas, apesar de ser bem conhecido que os microrganismos do ramen necessitam
para o seu crescimento, entre outros, de nutrientes azotados e energéticos, ainda n@o € clara
a influéncia dos padrdes didrios dos fornecimentos de RDP e de energia metabolizavel
potencialmente fermentdvel (FME) & populagio microbiana do ramen (conceito de
sincronizagio) como meio de potenciar a utilizagdo pelos microrganismos de energia e de
N no rimen. A sincronizagio permitira, aparentemente, maximizar a eficiéncia de
utilizagio dos nutrientes da dieta, o fluxo de proteina microbiana para o duodeno e
diminuir as necessidades de fornecimento de proteina ndo degraddvel no ramen, mas
digestivel no intestino delgado (DUP). Parece-nos, deste modo, importante que 0s sistemas
de alimentagiio da vaca leiteira equilibrem os fornecimentos de RDP em funcfo das
disponibilidades de FME, considerando as diferentes estratégias passiveis de aumentar o
sincronismo entre as disponibilidades de N e de energia no rimen. Os efeitos deste
(alcancado pela alteragdo dos ingredientes da dieta ou pela alteragéo dos padrdes de
alimentago) na fungdio ruminal e na resposta produtiva de vacas leiteiras sdo, por isso,

revistos no CAPITULO 3.

O trabalho experimental realizado enquadra-se na temética revista. Assim, no
CAPITULO 4 apresentam-se € discutem-se os resultados de trés experiéncias realizadas com

vacas Holstein em lactacéio, delineadas segundo trés quadrados latinos 3x3.

Na Experiéncia 1 avaliou-se a resposta produtiva ao equilibrio entre os
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fornecimentos de N degradavel e de FME ao ramen. As trés dietas ensaiadas, a base de
silagem de milho, foram formuladas de modo a serem isoenergéticas, a satisfazerem as
necessidades dos animais em proteina metabolizavel (MP) e a terem diferentes relagSes g
proteina efectivamente degradavel no rumen (ERDP) MJ! FME, de modo a
proporcionarem uma deficiéncia grande (RL), ou ligeira (RM) e um ligeiro excesso (RH)
de ERDP em relagio ao nivel objectivo (11 g ERDP MJ! FME) sugerido pelo sistema
britanico (AFRC, 1993) para vacas em lactagéo.

O efeito do sincronismo entre as disponibilidades de N e de energia no rumen,
~ alcangado por alteragdo dos ingredientes da dieta, na ingestéio voluntaria, na produg&o e na
composi¢io do leite foi avaliado na Experiéncia 2. Assim, foram formuladas trés dietas a
base de silagem de milho, isoenergéticas, de igual relagdo g ERDP MJ! FME, mas com
diferente relagfo entre os fornecimentos de proteina rapida (QDP) e lentamente degradavel
(SDP) no rimen. A relagio QDP/SDP foi manipulada utilizando, nos alimentos
concentrados, ureia como fonte de QDP, em detrimento de bagago de soja (0, 5 e 10 g

ureia kg™ alimento, para os tratamentos U0, U5 e U10, respectivamente).

Dado que a manipulagfio do sincronismo por alteragdo dos ingredientes da dieta
pode dificultar a interpretagdo dos resultados, devido aos efeitos perturbadores dos
proprios ingredientes da dieta e aos indices de sincronizagdo, na Experiéncia 3
modificamos as disponibilidades de N e de energia no ramen por alteragdo do padréo de
fornecimento do componente proteico da dieta, ao longo do dia. Deste modo, foi, apenas,
formulada uma dieta, constituida pelas seguintes matérias primas: silagem de milho, feno
de azevém, concentrado energético e concentrado proteico. A sincronizagfio das
disponibilidades de ERDP e de FME no rimen foi apenas modificada pelo modo de
administracio do suplemento proteico, tendo este sido distribuido uma vez ao dia,
imediatamente antes da distribui¢iio da dieta de base na refei¢gio da manhd (D1), duas
vezes ao dia, em duas refeicBes iguais, antes da distribuigio da dieta de base (D2), ou

como alimento completo, juntamente com a dieta de base (DU).

Para estudar os efeitos das diferentes estratégias de suplementagfo azotada no fluxo
de proteina microbiana para o duodeno, recorremos a determinagdo da relagéo
alantoina/creatinina (A/c), em amostras de urina obtidas a intervalos regulares. Fizemo-lo,

apesar das suas limitagdes, por dificuldade da recolha da totalidade de urina excretada.

O CAPITULO 5 ¢ dedicado ao segundo objectivo desta tese: o estudo do perfil em
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4cidos gordos do leite de vaca como método ndo invasivo de diagnéstico da funcdo
ruminal. Para tal, utilizamos amostras de leite recolhidas nas trés experiéncias descritas no
CAPITULO 4. Conguanto o nosso enfoque inicial tenha sido o perfil em 4cidos gordos de
cadeia impar do leite, cidos que se créem de origem microbiana e, deste modo, passiveis
de reflectir os efeitos das diferentes dietas na fermentagdo ruminal, nfo deixdmos de

considerar, na avaliaciio que fizémos, o perfil em acidos gordos de cadeia par.

As conclusdes finais sdo apresentadas no CAPITULO 6. Pensamos que os resultados
obtidos poderfio ser um contributo para uma melhor utilizagio da frac¢do azotada da dieta
da vaca leiteira e que o perfil em acidos gordos do leite terd potencial como técnica néo
invasiva de diagnéstico da fungfo ruminal, conquanto esta metodologia tenha, ainda, de ser

validada em estudos futuros.

1.3. DIVULGACAO DOS RESULTADOS

Ao longo da realizagdo desta tese fomos divulgando os resultados obtidos através

de varios suportes:
Artigos em revistas internacionais indexadas:

e CABRITA, A.R.J., FONSECA, A.J M., DEWHURST, R.J., SAMPAIO, C.V.P., MIRANDA,
MF.S., Sousa, GN.S., MRaNDA, ILMF. e Gowmes, E., 2003. Nitrogen
supplementation of corn silages. 1. Effects on feed intake and milk production of dairy

cows. Journal of Dairy Science (in press).

e CABRITA, A.R.J., FONSECA, A.J M., DEWHURST, R.J. e GOMES, E., 2003. Nitrogen
supplementation of corn silages. 2. Assessing rumen function using fatty acid profiles

of bovine milk. Journal of Dairy Science (in press).
Comunicagdes/posters em congressos internacionais:

e CABRITA, A.R.J., FONSECA, A.JM., DEWHURST, R.J. e GoMES, E., 2002. Nitrogen
supplementation of maize silage-based diets offered to dairy cows: effects on odd-
chain fatty acid profiles in milk. Book of Summaries, Occasional Meeting, British
Society of Animal Science, American Society of Animal Science and Mexican Society of

Animal Science, Mérida, Mexico, pp. 161-163.

e CABRITA, A.R.J., FONSECA, A.J M., SAMPAIO, C., GOMES, E. e DEWHURST, R.J,, 2001.

Effects of the ratio of effective rumen degradable protein to fermentable metabolizable
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energy on voluntary intake and milk yields of dairy cows. Proceedings of the British
Society of Animal Science, York, UK, p. 184.

CABRITA, AR.J., MIRANDA, IM., FONSECA, A.JM., Sampaio, C., GOMES, E. e
DEWHURST, R.J., 2001. Production of dairy cows given diets with different ratios on
quickly and slowly rumen degradable nitrogen. Book of Abstracts N°. 7, EAAP- 52
Annual Meeting, Budapest, Hungary, p. 117.

SOUSA, G., CABRITA, A.R.J., FONSECA, A.J.M., MIRANDA, F., GOMES, E. e DEWHURST,
R.J., 2001. Effects of synchronising the availability of fermentable energy and
degradable nitrogen in the rumen on voluntary intake and milk yields of dairy cows.
Book of Abstracts N°. 7, EAAP- 52 Annual Meeting, Budapest, Hungary, p. 117.

Comunicagdes e trabalhos de divulgagdo técnica:

FONSECA, A.JM. e CABRITA, A.R.J., 2001. Relagdo proteina degradével:energia

fermentavel em dietas de vacas leiteiras. Livro de Comunicagdes e Resumos, Jornadas

de Bovinicultura, UTAD, Vila Real, pp. 16-28.

FoNSECA, AJM. e CABRITA, AR.J., 2001. Suplementacdo azotada: principios
tedricos. Ac¢do de demonstragdo: Suplementagdo azotada de silagens de milho na

alimentagdo da vaca leiteira, Divisdo de Leite e Lacticinios, Pagos de Ferreira, 13 de
Setembro de 2001.

CABRITA, A.R.J., FONSECA, A.J M., SaAMpAIO, C., GOMES, E. ¢ DEWHURST, R., 2001.
Efeito da relagio entre o azoto degradavel e a energia fermentdvel no rimen no
desempenho produtivo de vacas leiteiras. Ac¢do de demonstragdo: Suplementagdo
azotada de silagens de milho na alimentagdo da vaca leiteira, Divisdo de Leite e

Lacticinios, Pagos de Ferreira, 13 de Setembro de 2001.

CABRITA, AR.J., MIRANDA, 1., FONSECA, A.JM., Sampaio, C., GoMEs, E. e
DEWHURST, R., 2001. Produ¢fio de vacas leiteiras alimentadas com dietas com
diferentes relagdes entre o azoto rapida e lentamente degradavel no rimen. Acgdo de
demonstragdo: Suplementagdo azotada de silagens de milho na alimentagdo da vaca

leiteira, Divisdo de Leite e Lacticinios, Pagos de Ferreira, 13 de Setembro de 2001.

Sousa, G., CaBRITA, AR.J.,, FONSEcA, A.JM., MIRANDA, M., GOMES, E. e
DEWHURST, R., 2001. Efeito do sincronismo entre o fornecimento de energia

fermentavel e de azoto degradavel no raimen na produtividade de vacas leiteiras. Acgdo
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de demonstragdo: Suplementagdo azotada de silagens de milho na alimentacdo da

vaca leiteira, Divisdo de Leite e Lacticinios, Pagos de Ferreira, 13 de Setembro de

2001.

FONSECA, A.J.M. e CABRITA, A.R.J., 2001. Suplementa¢io azotada: que implicagGes
praticas? Acgdo de demonstragdo: Suplementagdo azotada de silagens de milho na
alimentacdo da vaca leiteira, Divisdo de Leite e Lacticinios, Pagos de Ferreira, 13 de

Setembro de 2001.
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Revisio Bibliografica



“The intrinsic complexity of rumen metabolism, however,
typified by the fluctuations in the numbers, types and activities of
microorganisms that occur in response to nutrient supply, makes
it extraordinarily difficult to construct effective models of this
system” (ANNISON e BRYDEN, 1998).

CAPITULO 2

Nutrientes Azotados,
Energéticos e Funcio Ruminal

2.1. INTRODUCAO

A maximizacdo da produggo de leite, em simultineo com a eficiente utiliza¢éo dos
alimentos ingeridos, representa um dos objectivos principais da exploragéo da vaca leiteira
em sistemas intensivos. Mas, para que isto acontega, importa reconhecer que as vacas
utilizam quantidades importantes de forragens, em geral conservadas, outros alimentos

fibrosos, em geral com estrutura fisica, e alimentos concentrados.

Assim sendo, antes de mais, € necessario conhecer os valores nutritivo e produtivo
das forragens que constituem a base da alimenta¢fio da vaca leiteira em cada sistema de
exploragdo. Ou seja, para se formular um regime alimentar para uma dada situagéio de
produgdo, € necessario conhecer-se, com o maximo rigor possivel, pelo menos, o valor
energético, o valor proteico e a ingestdo voluntéaria das forragens de base com que se
trabalha. Neste ponto, pode, numa primeira aproximagéo, nas regides do Entre-Douro e
Minho e da Beira Litoral, fazer-se a disting@o entre sistemas de alimentac¢io baseados em
silagens de erva, dos baseados em silagens de milho, uma vez que estas forragens diferem,
quer em termos de ingestdo voluntéria, quer de perfil de nutrientes e, consequentemente,
condicionam as caracteristicas nutricionais dos outros ingredientes a utilizar na dieta. Mas,
¢ fundamental, depois, reconhecer que o valor nutritivo de forragens da mesma espécie e
variedade varia muito, inclusivamente de exploragdo para exploracdo e entre anos de

produgdo (CABRITA, 2000).

No que respeita a sistemas de produgio de leite que fazem maioritariamente uso da
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silagem de milho é bem conhecido que, sendo esta forragem rica em FME e deficitaria em
RDP, é a fracgdo azotada da dieta que, em geral, estdo associadas as respostas mais
positivas em termos de ingestdo voluntdria e de produgdo de leite. Todavia, as fontes
proteicas constituem, actualmente, ingredientes caros da dieta e a ingestdo em excesso de
proteina esta relacionada com a desnecessaria poluicdo azotada do meio (TAMMINGA,
1992; FORSHELL, 1993; Dou et al., 1996; TAMMINGA, 1996, WANG et al., 1999;
DEWHURST et al., 2001; HAO et al., 2002; KEBREAB et al., 2002) e com problemas de
fertilidade (JORDAN et al., 1983; ROPSTAD ¢ REFSDAL, 1987; CANFIELD et al., 1990;
ELROD et al., 1993; LARSON et al., 1997; BUTLER, 1998; McCORMICK ef al., 1999;

BUTLER, 2000; RAJALA-SCHULTZ et al., 2001).

A preocupagio com o impacto da produgio animal na poluigdo azotada esta bem
patente nas directivas da Unifio Europeia relativas, quer a protecgdo das aguas contra a
poluigio causada por nitratos de origem agricola (91/676/CEE), quer a qualidade da agua
destinada ao consumo humano (98/83/CE), bem como nos documentos da comissdo, no
que concerne & reducio das emissdes de N,O, com vista a implementag&o do protocolo de
Quioto (COM(1998)353; COM(1999)230). Em Portugal estéo delimitadas trés regides
vulneraveis em termos de poluigio com nitratos, estando duas delas situadas em duas
importantes regides leiteiras do pais: o aquifero livre entre Esposende e Vila do Conde
(4rea delimitada pelo rio Cavado, IC 1, o rio Ave ¢ a orla costeira; PORTARIA 1037/97) e o
aquifero quaternario de Aveiro (4rea delimitada pela EN 109, caminho de ferro Aveiro-
Pampilhosa, IP 1 e caminho de ferro Sernada do Vouga-Aveiro até a EN 109; PORTARIA
1037/97). Daqui decorre que a formulagio de regimes alimentares para a vaca leiteira tem
de, cada vez mais, permitir a utiliza¢do eficiente do N ingerido, por forma a reduzir custos,

a aumentar a produtividade e a minimizar o potencial poluente das exploragdes.

Os sistemas correntes de formulagio de regimes alimentares para ruminantes (e.g.,
INRA, 1988; AFRC, 1993; NRC, 2001) reconhecem a necessidade de, numa primeira fase,
satisfazer as necessidades em N degraddvel dos microrganismos do ramen e,
posteriormente, satisfazer as necessidades em MP do ruminante, através da proteina
microbiana que chega ao intestino delgado e do fornecimento de DUP na dieta. A
maximizagdo da utilizagio da fracgiio RDP e da sua conversio em proteina microbiana
constitui um objectivo-chave da formulagfio de regimes alimentares e das estratégias de
alimentagio em animais ruminantes, uma vez que permite aumentar a eficiéncia de

utilizagdo dos ingredientes da dieta e, a0 mesmo tempo, fornecer ao animal hospedeiro

10




NUTRIENTES AZOTADOS, ENERGETICOS E FUNCAO RUMINAL

aminodacidos essenciais e ndo essenciais (QUADRO 2.1) a um custo provavelmente inferior
ao de quantidades equivalentes de DUP na dieta. Com efeito, a proteina microbiana tem
elevada digestibilidade (TAS ef al., 1981; STORM e @RSKOV, 1983; LARSEN ef al., 2001) e
possui, quando comparada com as principais fontes proteicas de origem vegetal, superior
valor biolégico (QUADRO 2.2; SCHWAB, 1996; HVELPLUND et al., 2001); porquanto o
fornecimento, na dieta, de fontes de DUP deve ser, apenas, equacionado, enquanto op¢ao
complementar, como forma de colmatar o défice em aminoacidos da proteina microbiana e
de aumentar o total de aminoéacidos absorvidos no intestino delgado, nas situagdes de
producio em que os aminoacidos de origem microbiana ndo satisfagam as necessidades do

animal.

Os sistemas supramencionados, apesar dos méritos e deméritos que lhes sdo
inerentes, apresentam melhorias consideraveis em relagfo as propostas anteriores. Todavia,
vérias sdo as lacunas passiveis de serem identificadas e que, por nfo serem tidas em
consideragdo, podem tornar a resposta animal observada bastante diferente da prevista.
Obviamente, muitos dos processos que se desenrolam no rimen e no organismo do animal

ndo sdo, ainda conhecidos, mas outros hd que, sendo-o, nio se encontram, ainda,

QUADRO 2.1 - Composi¢iio em aminodcidos das bactérias do rimen (g 100 g aminoécido).

Aminoécido Média Minimo Maéximo dpt Cvi
Arginina 51 3,8 6,8 0,7 13,2
Histidina 2,0 1,2 3,6 0,4 21,3
Isoleucina 5,7 4,6 6,7 0.4 7.4
Leucina 81 53 97 08 10,3
Lisina 7.9 49 95 0.9 11,9
Metionina 2,6 1,1 4,9 0,7 25,6
Fenilalanina 51 44 6,3 0,3 6,4
Treonina 5,8 5,0 7.8 0,5 8,9
Valina 6,2 47 7,6 0,6 10,1
Alanina 7,5 50 8,6 0,6 7,3
Acido aspartico 12,2 10,9 13,5 0,6 4,8
Acido glutimico 13,1 11,6 14,4 0,7 53
Glicina 58 5,0 7,6 0,5 8,2
Prolina 3,7 2,4 53 0,5 13,2
Serina 4,6 34 5,4 0,4 8,9
Tirosina 49 3,9 1,7 0,6 13,2

+Desvio padréo; JCoeficiente de variagdo.
ADAPTADO DE CLARK et al. (1992).
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QUADRO 2.2 — Composigio em aminoéacidos (g 100 g aminoacidos com a cisteina e o triptofano excluidos)

do leite de vaca, de bactérias ruminais associadas a fase liquida, de forragens e de alimentos concentrados.

Observagdes Histidina Leucina Lisina Metionina  Fenilalanina
Leite 6 2,8 9,8 7.8 2,5 4,6
LAB 150 2,0 7,6 1,7 22 5,1
ERV 16 2,7 9,2 6,1 2,0 6,1
ST 9 24 9,5 53 2,1 5,7
SE 25 23 9,3 5.1 2,0 5,8
SM 9 2,1 10,6 3,8 2,1 5,6
Milho 100 3,1 12,8 3,1 22 5,0
Trigo 130 25 7,2 3,0 1,7 4.8
Cevada 110 24 7,5 3,9 1,8 5.4
BS 741 2,7 8,0 6,4 15 5,2
BG 465 2,7 7,0 3,9 2,5 5,0
BC 156 32 8,0 6,2 2,3 4,5
MD 6 32 11,7 2,8 2,3 49

LAB = Bactérias associadas a fase liquida, isoladas do ramen de vacas leiteiras; ERV = erva verde; ST =
silagem de trevo; SE = silagem de erva; SM = silagem de milho; BS = bagago de soja; BG = bagaco de
girassol; BC = bagago de colza; MD = milho destilado.

ADAPTADO DE HVELPLUND et al. (2001).

incorporados nos sistemas correntes de expressdo do valor nutritivo dos alimentos e das
necessidades dos animais. No que respeita a fungfo ruminal existem diversos factores que
influenciam a fermentacfo e, consequentemente, o fluxo de proteina microbiana para o
duodeno e que nio sio considerados de todo, ou sdo-no de forma incompleta, pelos
sistemas de formulagiio em uso. Por isso, factores relacionados com a variagdo da
disponibilidade de nutrientes azotados e energéticos serdo, nas secgbes seguintes,
discutidos individualmente, embora estejamos conscientes de que, sendo partes integrantes

de um sistema, nfio podem, nunca, ser valorizados de forma isolada.

2.2. FORNECIMENTO DE AZOTO E DE ENERGIA AOS MICRORGANISMOS DO RUMEN

Estabelecer a relagio 6ptima entre a proteina/N e a energia da dieta para os animais
ruminantes ¢ dificil, porque existem dois tipos de necessidades a satisfazer: as da
populagdio microbiana e as do animal hospedeiro. Dada a importincia da populagéo
microbiana na fermentagio, quer de hidratos de carbono estruturais — compostos
refractarios as enzimas digestivas dos animais superiores —, quer de hidratos de carbono

ndo estruturais (NSC), € na sintese de proteina a partir de fontes de N proteico e ndo
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proteico, isto é, na cobertura em nutrientes energéticos (cidos gordos volateis; AGV) e em
nutrientes azotados (aminoacidos) do animal ruminante, alimentar um ruminante €, antes
de mais, alimentar a populagio microbiana do rumen. Isto mesmo ¢ assumido pelos
sistemas de formulagfio cuja utilizagio tem mais expressdo em Portugal e, provavelmente,
no Mundo: INRA (1988), AFRC (1993) e NRC (2001). Estes sistemas séo classificados de
empiricos, pois consistem, essencialmente, na descri¢do de dados, ao contrario dos
modelos mecanisticos que tentam fornecer uma descrigdo do sistema considerando as
causas e os mecanismos presentes (BALDWIN ef al., 1987; DUKSTRA et al., 1992;
DUKSTRA, 1994; LESCOAT € SAUVANT, 1995; DUKSTRA et al., 1996) e dos modelos mistos
(RUSSELL et al., 1992; SNIFFEN et al., 1992; O’CONNOR et al., 1993; PITT et al., 1996) que

envolvem elementos empiricos e mecanisticos.

Embora estes sistemas (INRA, 1988; AFRC, 1993; NRC, 2001) apresentem alguns
pressupostos comuns, tais como: (1) os micrébios do rimen necessitam, para o seu
crescimento, de N e de energia; (2) a frac¢o azotada da dieta pode dividir-se numa fraccéo
degraddvel no ramen e, por isso, disponivel para os microrganismos, € noutra que,
escapando a degradagdo, pode ser digerida no intestino delgado; e (3) a fraccio da dieta
que fornece energia aos microrganismos do rimen tem origem na matéria organica (MO)
fermentada no rmen, ndo representado a energia das gorduras e dos produtos de
fermentacgdo uma fonte de energia para os micrébios; apresentam algumas diferengas entre

si que vAo para além da forma de expressdo.

Em termos de energia disponivel para os microbios, apenas, o sistema do NRC
(2001) toma em considerag8o a diminuigdo da digestibilidade dos alimentos com o nivel de
ingestdo, incorporando um factor de desconto no célcﬁlo do total de nutrientes digestiveis
(TDN), e considera a contribui¢io da proteina para a energia fermentével. O INRA (1988)
desconta, além da energia contida nas gorduras e nos produtos de fermentagéo, a proteina
que escapa 4 fermentagfo no rimen. Ja no que respeita a fracgéio azotada dos alimentos, o
AFRC (1993) divide a proteina alimentar em trés frac¢Ses de diferente degradabilidade no
ramen: QDP, SDP e UDP, sendo as duas primeiras passiveis de utilizag8o pelos micrébios
e a ultima, ap6s digestdo e absor¢do, uma fonte de aminoéacidos para o animal hospedeiro.
Estas fracgdes sdo estimadas utilizando a técnica de incubag@io no rimen de amostras de
alimentos em sacos de nylon (BRSKOV € MEHREZ, 1977), sendo a cinética da degradacéo
descrita pelo modelo proposto por GRSKOV € MCDONALD (1979): p = a + b(1 - e*), onde,

p = quantidade de substrato degradado no tempo #; a = fracgfio rapidamente soltvel; b =
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fraccdo néo solivel, mas potencialmente degradavel; e ¢ = taxa de degradagdo da fracgdo b
(FIGURA 2.1). Como o tempo de permanéncia do alimento no rumen afecta a
degradabilidade da fracgéo azotada, a degradabilidade efectiva (P) € estimada em fungdo
da taxa de passagem do digesta no ramen (r; P = a + (b x ¢)/(c +r)). A frac¢dio QDP €
calculada com base no pardmetro a, e a fracgdo SDP com base nos pardmetros b, c e r. O
célculo do teor em ERDP é feito considerando que a fracgo QDP ¢ utilizada para a sintese

de proteina microbiana com uma eficiéncia de 80% e a fraccgo SDP com uma eficiéncia de

100%.

O sistema NRC (2001) calcula, também, a fracgio RDP com base nos parametros
da cinética da degradagfio das proteinas no ramen, assumindo que as taxas de digestdo e de
passagem afectam unicamente a fracgdo b, e considera diferentes taxas de passagem no
calculo do fornecimento de proteina bruta (PB) por alimentos concentrados, por forragens
frescas e por forragens desidratadas. J4 o sistema proposto pelo INRA (1988), apesar de
determinar a degradagio da frac¢do azotada no ramen pela técnica dos sacos de nylon,
toma, apenas, em consideragdo a degradabilidade tedrica das proteinas para uma taxa de
passagem constante, de 6%; assumindo este sistema 90% como o valor maximo de

eficiéncia de captura de amoniaco pelos micrébios do ramen.

Todos os sistemas sdo undnimes no reconhecimento de que a quantidade de
proteina microbiana que pode ser sintetizada no rimen, assim como aquela que pode
alcangar o intestino delgado, ¢ determinada pelo nutriente — N ou energia — em défice na
dieta. O sistema do INRA (1988) considera que a quantidade de proteina digestivel no

intestino de origem microbiana (PDIM) toma o valor de proteina digestivel no intestino de

100%

Degradabilidade do N (%)

!

0 Tempo (horas)

FIGURA 2.1 — Representagio esquemdtica da cinética da degradagdo da fracgdio azotada dos alimentos no
rimen (g, b ¢ ¢ pardmetros do modelo de @RSKOV e MCDONALD (1979); p = a + b(1 — &)
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origem microbiana quando a quantidade de energia disponivel no rimen (MO fermentavel)
¢ limitante ao crescimento microbiano (PDIME), dispondo a populagdo microbiana de
suficiente N degradavel, ou de proteina digestivel no intestino de origem microbiana
quando a disponibilidade de N degradavel no rimen ¢ limitante ao crescimento microbiano
(PDIMN), sendo suficiente a energia disponivel. O AFRC (1993) entra, também, em linha
de conta com o efeito do nivel de ingestio no tempo de retengdio das particulas no rimen e,
aquando do calculo do fluxo de proteina microbiana para o duodeno, incorpora um factor
de eficiéncia () que reflecte as diferentes taxas de passagem do digesta no rimen, de
acordo com o nivel de ingestio dos animais. O sistema do NRC (2001) incorpora,
igualmente, o efeito do nivel de ingesto no calculo da quantidade de proteina microbiana
sintetizada no rimen a partir do TDN e, aquando do célculo da quantidade de proteina
microbiana sintetizada no rimen a partir do RDP ingerido, assume que a eficiéncia de

sintese de proteina microbiana nfio excede os 85%.

Contudo, nenhum dos sistemas toma em consideragdo ou, pelo menos, quantifica os
efeitos do fornecimento de diferentes fontes de N, de energia e as suas interacg¢bes na
fungdo ruminal, bem como os efeitos da reciclagem de N no e para o rumen e as
necessidades de manuten¢io dos microrganismos do rimen, factores que podem alterar a
eficiéncia de sintese de proteina microbiana e, consequentemente, a resposta produtiva dos

animais.

2.3. NATUREZA DO SUBSTRATO AZOTADO

Os sistemas de alimentagio supramencionados, apesar de considerarem a
degradagio das fracgdes azotadas no rimen, ndo fazem a distingdo entre fontes de N
proteico € ndo proteico, nem tém em consideragfio as formas preferenciais de N dos
microrganismos do rumen. Ora, se o objectivo passa pela maximizagdo da sintese de
proteina microbiana no rimen, temos de conhecer, antes de mais, a degradacdo € a
utilizagdo dos compostos azotados neste compartimento e as necessidades da populacgdo

microbiana nestes nutrientes.

2.3.1. Degradagio dos compostos azotados no rimen

A degradagio e o metabolismo do N no rimen encontram-se representados de

forma esquematica na FIGURA 2.2. Os compostos azotados proteicos e ndo proteicos de
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origem alimentar e de origem endbgena constituem um reservatorio potencialmente
fermentavel pela populagio microbiana, estando a actividade proteolitica no rimen
associada as populagSes bacteriana, protozodria e fungica (NUGENT e MANGAN, 1981;
JOUANY, 1994). A incorporagdo directa de N na forma gasosa ¢, provavelmente,

insignificante (HOBSON et al., 1973).

A actividade proteolitica, embora 6ptima em condigdes de anaerobiose e de pH
entre 6 e 7 (ERFLE et al., 1982; JOUANY, 1994), depende, entre outros, do teor e da fonte de
N disponivel (MAHADEVAN ef al., 1980; HAZLEWOOD e EDWARDS, 1981; HAZLEWOOD et
al., 1981; GRISWOLD et al., 1999; KIRK ef al., 2000; SALES et al., 2000), aumentando, em
geral, com o maior fornecimento de N solivel ao rimen (NUGENT e MANGAN, 1981;

HAZLEWOOD et al., 1983; WALLACE, 1983).

As bactérias proteoliticas representam 12 a 40% das bactérias do ramen e
pertencem aos principais géneros de bactérias sacaroliticas e amiloliticas: Bacteroides,
Prevotella, Butyrivibrio, Selenomonas, Eubacterium, Lachnospira e Streptococcus
(JOUANY, 1994). As bactérias desempenham um importante papel na degradacio das
proteinas soliveis, no entanto, a solubilidade de uma determinada proteina ndo € per se um
indicador da resisténcia ou da susceptibilidade a hidrélise pelas proteases das bactérias do

ramen. MAHADEVAN et al. (1980), por exemplo, constataram que a albumina do soro ¢ a

Células “Mortas” limento aliva Ureia enddgena
Ureia
Proteina Degradavel NNP!
|
¥ péptidos |4
Péptidos AA?
Péptidos
/ \ Absorgio
Proteina ——— AA T
h 4
Amonia
EE——
v
Proteina Proteina Péptidos
“Bypass” Microbiana AA Amoénia

FIGURA 2.2 — Representagio esquemdtica da degradagiio e do metabolismo dos compostos azotados no
rumen.

! Azoto niio proteico; 2Aminoécidos.

ADAPTADO DE NOLAN (1993).
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ribonuclease A, embora soluveis, eram resistentes a hidrélise. HINO e RUSSELL (1987)
verificaram, também, que a desaminagfio da caseina nfio foi afectada pelo tratamento
térmico, apesar de este ter diminuido a sua solubilidade, e que, quer zeina tratada
termicamente, quer bactérias mortas — fontes proteicas praticamente tdo insoliveis como a
caseina tratada com formaldeido — apresentaram elevadas taxas de desaminagdo (QUADRO
2.3). Resultados que suportam a opinifio de que as baixas taxas de degradacdo das
proteinas estdo correlacionadas com a estrutura priméria e secundaria das proteinas e com
a densidade das liga¢Bes disulfito, que podem ligar sec¢bes dentro de uma cadeia

polipéptidica simples ou ligar duas cadeias diferentes (MAHADEVAN ef al., 1980).

A actividade proteolitica dos protozoéarios € maioritariamente do tipo leucina-
aminopeptidase (PRINS et al., 1983; USHIDA et al., 1984; BIRD et al., 1990), sendo as
proteinases cisteina e, em menor extensfio, asparticas as maiores responsaveis pela
protedlise em autolisados de protozoérios ruminais, que apresentam elevada actividade
aminopeptidase e baixa actividade desaminase em aminoacidos endégenos (FORSBERG et
al., 1984; NOLAN, 1993). Os protozoarios hol6tricos actuam sobre fontes proteicas soliveis
e ndo soluveis, degradando a proteina internamente, enquanto os entodiniomorfos parecem
degradar proteinas insoluveis associadas as particulas (USHIDA et al., 1984; BIRD et al.,

1990). Este grupo de protozoarios, apesar de possuir baixa actividade sobre as proteinas

QUADRO 2.3 — Desaminagéo in vitro de vérias fontes proteicas por bactérias e por protozoarios' ruminais.

Desaminacio, N n#o amoniacal e ndo

pg N-NH; mg™” proteina®> ~ proteico, N mg™ protefna’

Fonte proteicas’ S,%’ Bactérias Protozoarios Bactérias  Protozoarios
Tripticase 100 810,4° 36,5"

Caseina 90 639,7° 40,5 45,5 110,2°
Caseina tratada termicamente 36 590,7° 58,6° 39,3 155,2°
Caseina tratada com formaldeido 6 73,5° 13,0° 7,2% 21,6°
Proteina de soja tratada termicamente 28 909,9° 73,7° 40,8° 203,0°
Zeina tratada termicamente 8 110,5%¢ 16,2° 8,7° 27,5°
Bactérias mortas 6 183,8° 97,2¢ 25.2° 54,4°
EPM' 18,73 3,26 2,24 7,31

'Separados por sedimentag3o e centrifugagio;

?As bactérias (439 mg proteina 1) e os protozodrios (840 mg proteina 1) foram incubados durante 15 horas;
3Cada fonte foi fornecidaa 5 g1';

*Solubilidade em solugfio de sal ap6s agitacdo a 39 °C durante 15 horas;

%b.¢ 4 eMédias na mesma coluna com diferentes notag8es sdo significativamente diferentes (P<0,05).

"Erro padrio da média.

ADAPTADO DE HINO e RUSSELL (1987).
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solaveis, &, provavelmente, o principal responsivel pela digestdo das bactérias e dos
cloroplastos (HINO e RUSSELL, 1987). A absor¢io de substéncias azotadas pelos
protozoarios pode permitir a libertagdo mais lenta dos produtos de fermentagdo € o menor

catabolismo dos amino4cidos/péptidos a amoniaco e a AGV (RUSSELL e HESPELL, 1981).

Os fungos ficomicetas anaérobios constituem outra pequena biomassa com elevada
actividade proteolitica (NOLAN, 1993). As proteases fungicas estdo, provavelmente, ligadas
3 célula durante o inicio do crescimento, mas tornam-se extracelulares 4 medida que a taxa
de crescimento diminui (WALLACE e JOBLIN, 1985), localizando-se no micélio e situando-
se a sua acgdo, provavelmente, ao nivel da parede celular das particulas alimentares
(JOUANY, 1994). MICHEL et al. (1993), ao estudarem sete estirpes representativas da
populagiio fingica do rimen, observaram que a actividade proteolitica ¢ extracelular,
sendo encontrada, quer no sobrenadante da cultura, quer ligada ao micélio. Estes autores
ndo detectaram actividade carboxipeptidase em nenhuma das estirpes e todas apresentaram
actividade aminopeptidase. A actividade proteolitica dos fungos parece, porém, variar

entre as estirpes (YANKE et al., 1993).

2.3.2. Utilizacdo dos compostos azotados no riimen

A degradacfio das proteinas pelos microrganismos proteoliticos conduz a libertacgo
de péptidos no fluido ruminal que sfo, de seguida, degradados, em extensdo variavel, a
péptidos mais pequenos, a aminoéacidos, a amoniaco e a AGV (FIGURA 2.2). Mas, os
micrébios do ramen utilizam os péptidos mais rapidamente do que os aminodacidos livres e
incorporam-nos nas suas proteinas de modo mais eficaz, devido, provavelmente, a um
menor custo energético associado ao transporte de péptidos através da membrana celular
quando comparado com o dos aminoécidos livres, cuja concentragdo no fluido ruminal é,

geralmente, reduzida (JOUANY, 1994).

Ainda que seja conhecido que as bactérias ruminais possuem sistemas de transporte
de aminoacidos (RUSSELL et al., 1988; CHEN e RUSSELL, 1989a, 1989b ¢ 1990; STROBEL e
RUSSELL, 1991; VAN KESSEL € RUSSELL, 1992; MARTIN, 1994), a sua importéncia, em
termos quantitativos, em relago & de pequenos péptidos € ainda desconhecida, estando a
taxa de assimilagio de aminoacidos e de péptidos dependente da estirpe bacteriana. O
Bacteroides ruminicola, por exemplo, hidrolisa activamente proteinas, mas a maioria dos

aminoacidos livres ndo penetram na célula, uma vez que esta bactéria absorve péptidos
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libertados durante a hidrolise, degradando-os, depois, intracelularmente (CHEN et al,
1987a). Ja LING e ARMSTEAD (1995) verificaram que, ao contririo da Prevotella
ruminicola B4, o Streptococcus bovis JB1, o Selenomonas ruminantium 7108, o
Fibrobacter succinogenes S85 e o Anaerovibrio lipolytica 5S assimilam mais rapidamente

aminoacidos do que péptidos.

O mecanismo predominante de degradagio dos péptidos € bifésico, via dipeptidil
peptidases que quebram dipéptidos a partir do N terminal de péptidos mais longos, seguida
pela acgdo de dipeptidases (DEPARDON et al., 1995; WALLACE, 1996), sendo os péptidos
bloqueados com glicina ou prolina no N terminal ou no peniltimo N, mais lentamente

degradados (WALLACE, 1996).

Mas, dado existir evidéncia experimental de que os péptidos podem acumular-se no
rimen durante a hidrélise de proteinas rapidamente degradaveis (BRODERICK ef al., 1988;
BRODERICK ¢ CRAIG, 1989), que a assimilagio de péptidos pelas bactérias € superior a sua
libertagdo durante a hidrélise de proteinas de baixa degradabilidade e de que as bactérias
tém capacidade para absorver péptidos de cadeia longa (WESTLAKE ¢ MACKIE, 1990),
parece provavel que a natureza da sequéncia de aminoicidos no péptido seja mais
importante do que o comprimento da cadeia per se (HINO e RUSSELL, 1987; GRISWOLD €
MACKIE, 1997), sendo, neste caso, a hidrélise e a captura dos péptidos a etapa limitante da
protedlise (RUSSELL et al., 1983; CHEN et al.,, 1987a e 1987b; BRODERICK ¢ WALLACE,
1988; BRODERICK e¢ CRAIG, 1989). Todavia, alguns estudos demonstraram que a
degradagio da frac¢do azotada diminui com o aumento da concentragdo de péptidos no
ramen (COTTA e HESPELL, 1986; BRODERICK e CRAIG, 1989) e que os péptidos hidréfobos
sdo mais resistentes a degradacdo do que os hidrofilicos (DEPARDON et al., 1996),
sugerindo que a formagio e o metabolismo dos péptidos extracelulares sdo importantes no
controlo da taxa de degradacdo das proteinas pelos microrganismos do rimen (BRODERICK

e CRAIG, 1989).

A desaminag¢io dos aminoacidos é levada a cabo por uma combinagio de bactérias
de baixa actividade, de protozoarios e de um nimero muito mais pequeno de espécies de
bactérias de maior actividade (WALLACE, 1996). A maioria das espécies de protozoarios
desaminam os aminodcidos e excretam amoniaco como produto final (NOLAN, 1993;
JouAaNY, 1994), produzindo, também, AGV e outros produtos resultantes do metabolismo

de alguns aminoacidos (JOUANY, 1994).
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Mas, uma vez que nem todos os aminoécidos sdo degradados por todas as estirpes
de bactérias e que a degradagio ocorre a taxas diferentes, a degradagio dos aminoacidos no
ramen resulta certamente de fenémenos de interacgdo bacteriana. SCHEIFINGER et al.
(1976) verificaram que as bactérias dos géneros Megasphaera, Eubacterium e
Streptococcus 19D degradaram os amino4cidos neutros (glicina, valina, leucina,
isoleucina, serina e treonina), basicos (histidina, arginina e lisina), 4cidos (aspartato e
glutamato), aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) e sulfurados (metionina); que os
membros do género Butyrivibrio degradaram totalmente a serina, o aspartato e o
glutamato, sendo a glicina o unico aminoacido nfio desaminado; que o Selenomonas
lactilytica degradou todos os aminoécidos, excepto a histidina e a tirosina; e que o
Selenomonas ruminantium n3o degradou a glicina, a leucina, a isoleucina, a treonina, a
histidina, a arginina, a lisina, o triptofano e a tirosina. Os resultados deste estudo mostram
que os aminoacidos neutros e 4cidos sdo os mais utilizados, sendo a utilizagdo dos
primeiros, provavelmente, reflexo da desaminaggo para formar éacidos gordos de cadeia
simples e ramificada necesséarios como factores de crescimento para algumas bactérias; e
que os aminoacidos 4acidos podem economizar substratos carbonados, normalmente
utilizados para a sintese de glutamato e de aspartato ou representarem uma fonte de
energia. Mais recentemente, VELLE et al. (1997) demonstraram que os aminodcidos lisina e
metionina escapam mais 4 fermentagdo no ramen, o que ¢ particularmente importante,

dado serem os aminoécidos limitantes primarios da proteina microbiana.

Apenas uma pequena propor¢do dos aminoacidos € incorporada intacta na proteina
microbiana, pelo que a sintese de novo de aminoacidos pelos microrganismos do rumen a
partir do amoniaco constitui uma actividade importante, apesar desta diminuir com o

aumento das concentracdes de péptidos no meio (ATASOGLU et al., 1998 € 2001).

O amoniaco pode atravessar as membranas celulares das bactérias por difusdo
passiva, mas em condig¢des de pH neutro ou 4cido no rumen, a maior parte do amoniaco
esti presente na forma ionizada (aménia) que nfo deve ser permedvel 4s membranas
celulares (RUSSELL et al., 1990). Todavia, a amo6nia pode ser assimilada pelas bactérias do
rimen por dois sistemas diferentes (MACKIE ¢ WHITE, 1990; FIGURA 2.3): o sistema da
glutamato desidrogenase (GDH) e o sistema da glutamina sintetase (GS) e do glutamato
sintase (GOGAT). No primeiro sistema ocorre a aminagdo do o-cetoglutarato em
glutamato, dando-se, de seguida, a sintese de alanina e de aspartato que, provavelmente, e,

em conjunto com o glutamato, se acumulam inicialmente na forma livre. Os grupos amina
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sdo, posteriormente, transferidos para esqueletos de carbono para a sintese de aminoacidos
que, juntamente com compostos pré-formados, sio utilizados na sintese de proteinas e de
4cidos nucleicos e para outros fins (SMITH, 1979). No segundo sistema, a GS utiliza ATP
na reacgio da amoénia e do glutamato para formar a glutamina, e a GOGAT ¢€ responsavel
pela transaminagdio do grupo amida da glutamina para o a-cetoglutarato para formar duas

moles de glutamato (ERFLE et al., 1977).

Quando as bactérias ruminais crescem sob limitagio de N e as concentragdes
intracelulares de amonia sfo inferiores a 0,5 mM, estas utilizam o sistema, de elevada
afinidade, de duas etapas da glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT) que,
apesar de ser dependente de energia, ¢ util no captura de aménia quando os niveis deste
composto s3o baixos no meio, podendo, no entanto, o custo de assimilagdo reduzir a
eficiéncia de crescimento microbiano (SCHAEFER ef al., 1980). O sistema GDH que,
provavelmente, predomina nas condi¢des normais de produgéio, é um sistema de inferior
afinidade, mas ¢ reversivel (MACKIE € WHITE, 1990; RUSSELL ef al., 1990). Nas bactérias
Ruminococcus flavefaciens e Prevotella ruminicola a via GDH parece ser a rota
predominante de assimilagio de amonia independentemente da sua concentragdo no meio,
sendo a actividade da GDH, na Prevotella ruminicola, modulada por péptidos (MORRISON
e MACKIE, 1996; MORRISON, 2000). Note-se, finalmente, que foi demonstrada a existéncia
de assimilagdo de amoénia pela via da alanina desidrogenase, dependente de NADP, e pela
via da aspartato desidrogenase nalguns microrganismos anaerobios do ramen (WALLACE,

1979) e que nos fungos filamentosos o amoniaco pode entrar na célula na forma ionizada e

ATP ADP
NH,* » Glutamina -cetoglutarato
GS NADPH
NAD(P)H GOGAT
GDH Glutamat Glutamato
NAD(P)" l§———— a-cetoglutarato
GlutarZato »  Biosintese celular

FIGURA 2.3 — Vias predominantes de assimilag8io de aménia pelas bactérias do ramen.
GDH = Glutamato desidrogenase;

GS = Glutamina sintetase;

GOGAT = Glutamato sintase.

ADAPTADO DE MACKIE e WHITE (1990).
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ndo ionizada, parecendo que o transporte de aménia esta sob controlo metabolico e que

aumenta grandemente com a deficiéncia em N (HACKETTE et al., 1970).

Contudo, a mera presenga nas bactérias do rimen de enzimas de assimilagdo de
aménia ndo constitui evidéncia suficiente de que estes dois sistemas estdo operacionais.
Com efeito, os factos do amoniaco, devido a sua natureza lipofilica, poder difundir-se
passivamente através das membranas celulares e da maior parte do amoniaco, a pH do
ramen neutro ou 4cido, estar na forma de amonia que requer transporte activo para
atravessar a membrana celular torna esta questdo paradoxal (MACKIE ¢ WHITE, 1990). Por
outro lado, a captura da aménia pelos microrganismos segue a cinética enzimatica que
pode ser representada por uma hipérbole rectangular ou pela equagdo de Monod (MONOD,
1942 citado por DUSKTRA ef al., 1998). BALDWIN ¢ KOONG (1980) obtiveram, por
exemplo, em ovelhas alimentadas com dietas semi-purificadas contendo diferentes
quantidades de ureia, respostas tipo saturagio a concentragdo de amoniaco no rimen
(mmol 1), quer da maxima taxa de crescimento fraccional (h"), quer do maximo
rendimento de crescimento (g proteina microbiana kg'1 MO verdadeiramente fermentada
no ramen). Mas, ao contrario deste comportamento tipo saturacfio, a sintese de proteina
microbiana nos sistemas empiricos é, normalmente, calculada de um modo descontinuo,
isto &, a quantidade de proteina microbiana que pode ser sintetizada assume o menor valor
da sintese potencial em fungdo da MO ou da energia fermentével e do N degradavel no
rimen, o que pode desfasar as necessidades de N degradavel na dieta do valor estimado

segundo os sistemas de formulago.

Além disso, a interpretacfio deste aspecto ¢, ainda, dificultada pelo facto da

populagio bacteriana acumular, certamente, uma reserva labil de N para utilizar em

periodos de flutuagio de disponibilidade deste nutriente, existindo evidéncia de que,

quando a concentragio externa de aménia diminui, a eficiéncia de incorporagdo de aménia

na reserva microbiana aumenta (SMITH, 1979).

2.3.3. Necessidades dos microrganismos em azoto

No QUADRO 2.4 apresentam-se os microrganismos predominantes no rimen, bem
como os substratos que preferencialmente utilizam, os produtos finais da fermentacéo e as
suas necessidades em nutrientes. Ao analisar o quadro ressalta o facto do amoniaco ser um

nutriente para muitas espécies de bactérias. Com efeito, BRYANT (1961; citado por
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CHALUPA, 1968), ao estudar as necessidades de 44 estirpes de bactérias ruminais, verificou
que 40% podem crescer com amoniaco como unica fonte de N, 26% nfo crescem na
auséncia de amoniaco e 55% podem utilizar amoniaco ou N de aminoacidos, sendo o
amoniaco a unica fonte de N de trés das espécies que, provavelmente, mais contribuem
para a actividade celulolitica no rimen: o Ruminococcus albus, o Ruminococcus

Slavefaciens e o Fibrobacter succinogenes (NOLAN, 1993).

Assim sendo, importa definir a concentragio de amoniaco no rimen necessaria para
permitir o méximo crescimento microbiano. SATTER € SLYTER (1974), em trabalho
pioneiro, utilizando um sistema de fermentagiio in vitro (fermentador continuo),
estabeleceram que a maxima sintese de proteina microbiana ¢ atingida com cerca de 2 mg
N amoniacal 100 ml” fluido ruminal e recomendaram, j4 com margem de seguranga, 5 mg
N amoniacal 100 ml” como limite m4ximo; resultados que foram confirmados, in vivo, por
ROFFLER et al. (1976). Todavia, MEHREZ e ORSKOV (1976) mostraram que podem ser
necessdrias concentra¢fes superiores a 5 mg N amoniacal 100 ml” fluido ruminal para que
a maxima digestio da energia seja alcangada, pois em estudo efectuado com cevada, os
valores de digestdo por eles observados foram de 95, 85, 75 e 50% do maximo,
respectivamente, para concentragdes ruminais de N amoniacal de 23,8, 18,6, 14,6 ¢ 7 mg
100 ml™. KEMPTON et al. (1977) referem, também, que concentragdes de N amoniacal no
rimen inferiores a 8 mg 100 ml™" podem ser insuficientes para maximizar o crescimento
microbiano, em particular, quanto mais rapida for a velocidade de fermenta¢do. HA e
KENNELLY (1984) observaram que a sintese de proteina microbiana méaxima foi obtida com
uma concentrago de N amoniacal de 6 mg 100 ml™ fluido ruminal e EDWARDS ¢ BARTLEY
(1979), num estudo in vitro, obtiveram a maxima produggo de proteina microbiana quando

a concentragdo de N amoniacal foi de 76 mg 100 ml ™.

Os resultados supramencionados, sendo contraditérios, mostram que ndo existe,
provavelmente, uma concentragdo unica de amoniaco no rimen Optima que permita
maximizar o crescimento microbiano em todas as situa¢es de produgdo. SMITH (1979)
propde, como explicagio para a obtengdo de resposta positiva a concentragbes de N
amoniacal superiores a 5 mg 100 ml” fluido ruminal, que algum amoniaco, antes de ser
utilizado pelos microrganismos para o seu crescimento, pode permanecer no ramen sem
ser absorvido ou desperdigado. @RSKOV (1982) refere que concentragdes de N amoniacal
na interface, apesar de poderem ser idénticas, podem ter origem em diferentes teores em N

amoniacal. N3o esquecer, também, que o valor de 5 mg N amoniacal 100 ml” fluido
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ruminal é um valor médio, o que significa que, em determinadas situagSes, pode ser
inferior e nfo permitir maximizar o crescimento microbiano. Além disso, segundo GOMES
(2001), admitir que as necessidades em N da populagéo microbiana sdo satisfeitas quando
a concentra¢io em N amoniacal no rimen se situa acima de um determinado valor, que
permite optimizar o crescimento microbiano, é uma interpretag@o redutora porque néo tem
em consideragdo as alteragdes que podem ocorrer com concentragdes em N amoniacal
mais elevadas, nomeadamente na taxa de degradagfio, na digestibilidade e na ingestdio de

alimento fibroso.

Nesta matéria, ERDMAN et al. (1986) determinaram a degradabilidade in sacco de
amostras de gltten de milho, de bagaco de soja, de bagago de algoddo, de corn gluten feed
e de feno de luzerna, em trés vacas Holstein ndo lactantes alimentadas com uma dieta com
baixo teor em proteina de baixa solubilidade e com quatro niveis de infusdo de ureia (0, 33,
67 e 100 g dia™) por forma a obter diferentes concentragdes de N amoniacal no rimen (4,3,
10,1, 17,2 e 25 mg 100 ml, respectivamente) e verificaram que a méxima digestdo da
matéria seca (MS) do bagago de algoddo e do corn gluten feed ocorreu para a concentragdo
de N amoniacal de 17,2 mg 100 ml” e a do gluten de milho e do bagago de soja para a
concentragdo de 25 mg 100 ml!. Estes autores concluiram que a concentragdo de N
amoniacal necesséria para a digestio maxima depende da taxa de fermentagio da dieta ou
do alimento no ramen. J4 ROFFLER € SATTER (1975), ao analisarem dados de 35 ensaios
com um total de 211 vacas e 1033 recolhas de amostras de contetido ruminal, verificaram
que a concentragdo de N amoniacal no rimen estava relacionada com os teores em PB e
em TDN na dieta (N-NH; (mg 100 ml™) = 3,873 — 3,04 PB (%) + 0,171 PB (%)* — 0,49
TDN (%) + 0,0024 TDN (%)2; = 0,92), o que sugere que a concentragdo de N amoniacal
no rimen capaz de maximizar a sintese de proteina microbiana depende da energia

fermentavel disponivel.

O QUADRO 2.4 mostra, também, que alguns microrganismos requerem aminoacidos
como factores de crescimento e varios estudos demonstram que, apesar de alguns
microrganismos do ramen poderem crescer na auséncia de proteina verdadeira, muitas
bactérias preferem aminodcidos pré-formados (BRYANT ¢ ROBINSON, 1962; HUNGATE et
al., 1964; JENSEN e PEDERSEN, 1990) e que a presenga de aminoéacidos no meio estimula o
crescimento microbiano (MAENG € BALDWIN, 1976a e 1976b; ARGYLE e BALDWIN, 1989),
a taxa de crescimento (VAN KESSEL e RUSSELL, 1996) e a eficiéncia de crescimento

(MAENG et al., 1976; COTTA e RUSSELL, 1982; ARGYLE e BALDWIN, 1989), bem como que
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aumenta a digestio das paredes celulares, a produgio total de AGV e as percentagens
molares de isobutirato, de isovalerato e de valerato (GRISWOLD et al., 1996). Por outro
lado, foi, também, demonstrado que o crescimento dos fungos € estimulado pela presenca
de aminoécidos, embora estes possam crescer em meio contendo, apenas, sulfato de

amonia (ONODA et al., 1996).

Todavia, BRYANT (1973) refere que nenhuma das bactérias celuloliticas de maior
importincia, como o Ruminococcus albus, o Ruminococcus flavefaciens, o Bacteroides
succinogenes e o Butyrivibrio fibrisolvens requerem aminoécidos, como fonte de N, para o
seu crescimento. J4 os resultados de COTTA e RUSSELL (1982) sugerem que os
aminoacidos sdo convertidos em proteina bacteriana de forma mais eficiente quando as
concentragdes sdo inferiores a 0,031 g 1" e que as concentragdes de proteina na dieta,
necessarias para maximizar a sintese de proteina bacteriana no ramen, podem ndo estar
associadas 2 utilizagio mais eficiente da proteina da dieta pelo animal. Com efeito,
DEVANT et al. (2001) observaram, em fermentador continuo, que a produgdo de AGV foi
superior quando a fonte de N foi constituida por bagaco de soja do que quando foi
constituida por ureia, tendo, porém, a eficiéncia de sintese de proteina microbiana

aumentado com a substituigio de parte do N de bagago de soja por N de ureia.

A discussio realizada permite concluir que o crescimento microbiano ¢ estimulado
pela presenca de aminoacidos no meio, existindo, porém, evidéncia experimental de que a
estimula¢fio do crescimento bacteriano € superior com misturas de aminoacidos do que
com aminodcidos especificos (MAENG ef al., 1976; ARGYLE € BALDWIN, 1989). KAJKAWA
et al. (2002) realizaram um estudo com o objectivo de determinar quais dos 20
aminoacidos normalmente presentes nas proteinas (alanina, arginina, asparagina, acido
aspartico, cisteina, 4cido glutdmico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, valina) estimulam,

inibem ou sdo essenciais ao crescimento microbiano (QUADRO 2.5).

A taxa e a eficiéncia de crescimento (g bactéria g actcares) aumentaram
respectivamente, 46 e 15%, quando a mistura de 20 aminoécidos foi adicionada ao meio de
cultura. No entanto, estes parimetros ndo aumentaram quando qualquer destes
aminoécidos foi adicionado individualmente, com excepgdo do 4cido glutdmico e da
glutamina que produziram pequenas melhorias significativas. O efeito estimulante da
mistura de aminoacidos no crescimento microbiano diminuiu quando cada um dos

aminoacidos leucina, triptofano, tirosina, acido glutimico, metionina, fenilalanina e valina
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foi removido do grupo inicial de 20. Mas, a adicdo da mistura destes sete aminoacidos
produziu, apenas, um efeito estimulante de 21 e 25% do efeito da mistura de 20,
respectivamente, para a taxa e para a eficiéncia de crescimento (QUADRO 2.6). A adigdio de
misturas de aminoacidos da familia do oxaloacetato e do piruvato (i.e., alanina, asparagina,
4cido aspartico e lisina) ou da familia do a-cetoglutarato (i.e., arginina, glutamina e
prolina) aos sete aminoacidos referidos néio promoveu melhorias adicionais. A adigdo de
misturas de aminoacidos da familia do 3-fosfoglicerato (i.e., cisteina, glicina e serina)
originou, porém, melhorias significativas na taxa e na eficiéncia de crescimento, tendo a
glicina sido o amino4cido mais efectivo. A adigéio de glicina, de cisteina e de histidina a
mistura dos sete aminoacidos aumentou o efeito estimulante em 76 e 72% do efeito da
mistura dos 20 aminoéacidos, respectivamente, para a taxa e a eficiéncia de crescimento.
Estes parametros foram inibidos pela adi¢do individual dos aminoacidos isoleucina,

treonina, cisteina, fenilalanina, leucina, lisina e valina, sendo o efeito dos cinco primeiros

QUADRO 2.6 — Combinagdo 6ptima de aminoacidos (AA) para melhorar a taxa de crescimento e a eficiéncia

de crescimento de bactérias ruminais em cultura mista.

Taxa de crescimento Eficiéncia de crescimento’

Fonte de N Actual (h™) %" Actual (g g™) %”
NH; 0,278¢ o 0,210° o'
20 AA 0,388 100° 0,247 100°
SAA’ 0,301 21° 0,219% 25%
SAA+OAA* 0,302 23° 0,220% 25%
SAA+KAA® 0,309° 28% 0,224° 364
SAA+PAA® 0,349" 65° 0,237° 72%
SAA-+cisteina 0,312° 314 0,221% 28%
SAA-+glicina 0,343" 60° 0,232° 58°
SAA-+serina 0,303 23° 0,216° 16°
SAA-+cisteina+glicina 0,350° 66° 0,233° 61™
SAA-+cisteina+glicina+histidina 0,631* 76° 0,237° 72°
EPM? 0,011 3 0,002 5

5, % & N/ a10res na mesma coluna com diferentes notagdes sdo significativamente diferentes (P<0,05);
'Bactérias produzidas/agucares consumidos;

Zpercentagem em relagdo ao tratamento com os 20 AA;

3SAA: sete AA cuja remogio diminui os efeitos estimulantes dos 20 AA no crescimento (acido glutdmico,
leucina, metionina, fenilalanina, triptofano, tirosina e valina);

“OAA: familias do oxaloacetato e do piruvato excepto para os SAA, treonina e isoleucina (alanina,
asparagina, acido aspartico e lisina);

SKAA: familia do a-cetoglutarato excepto para os SAA (arginina, glutamina e prolina);

SPAA: familia do 3-fosfoglicerato excepto para os SAA (cisteina, glicina e serina);

tErro padrio da média ajustado.

ADAPTADO DE KAJIKAWA et al. (2002).
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 altamente significativo. A isoleucina, a treonina e a fenilalanina revelaram-se inibidores
em baixas concentra¢des (1 mg N 1Y), enquanto a cisteina e a leucina mostraram o seu
efeito inibidor em concentra¢des elevadas (>10 mg N 1'"). Este efeito inibidor é devido,
provavelmente, & inibigdo por retroac¢fio de uma enzima que actua nas etapas iniciais de
sintese de um determinado aminodcido e que inibe, também, a producdo de outros
aminoacidos que requerem a mesma enzima para a sua sintese. Os resultados deste estudo
mostram que os aminoacidos leucina, tirosina, triptofano e 4cido glutdmico sdo essenciais

para aumentar o crescimento bacteriano e que os aminoécidos metionina, fenilalanina e

valina sfo subessenciais.

A presenga de péptidos no meio € outro aspecto que importa considerar quando se
pretende maximizar o fluxo de proteina microbiana para o duodeno. JONES et al. (1998)
compararam niveis crescentes de péptidos (0, 10, 20 e 30% do N total) com a ureia como
fonte de N no metabolismo microbiano e observaram que a produgio de proteina
microbiana ¢ a digestdo da MS e da proteina foram afectadas de forma quadratica pela
adigdo de péptidos (QUADRO 2.7). A digestdo da fibra diminuiu linearmente com a adi¢éo
de péptidos, parecendo que a diminuigdo da digestdo da fibra e da produgdo de proteina
microbiana observadas com concentra¢des de péptidos superiores a 10% se relacionaram
com a diminui¢do linear da concentragiio de amoniaco associada ao aumento do nivel de
péptidos. A captura de péptidos pelos micrébios aumentou com o nivel de inclusdo de
péptidos, mas embora a eficiéncia de converséo de péptidos em proteina microbiana tenha
aumentado, os autores ndo observaram alteragfio na produgio de proteina microbiana por
kg de MO digerida, sugerindo que, com dietas com elevado teor em NSC (46%), um
excesso de péptidos pode diminuir a fermentagcdo das proteinas e, consequentemente, a
concentracdo de amoniaco, resultando na redugfio da digestdo das paredes celulares e na
diminui¢fio da produgio de proteina microbiana. RUSSELL ef al. (1992) demonstraram que
a producdo de bactérias que fermentam NSC aumentou 18,7% quando a relagéo
péptidos/(NSC + péptidos) no fluido ruminal aumentou de O para 14%, ndo tendo
observado melhorias adicionais na produgdo quando a relagéo foi superior a 14%. FU et al.
(2001) referem que concentragdes de péptidos de 1,8 mM maximizam a eficiéncia

microbiana quando o N amoniacal ndo € limitante (> 2 mg drh.

Conquanto seja normal assumir-se que o aumento do crescimento microbiano em
resposta ao maior fornecimento de aminoacidos pré-formados e de péptidos ocorre quando

os NSC representam uma grande propor¢do da dieta e, consequentemente, as bactérias
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QUADRO 2.7 — Efeito da concentragio de péptidos na dieta na digestibilidade da matéria seca (MS), da
matéria organica (MO), da fibra de detergente neutro (NDF) e da fibra de detergente 4cido (ADF), na
produgdo de acidos gordos volateis (AGV), no crescimento e na eficiéncia microbiana e na utilizagdo do N

dos péptidos e dos aminoacidos (AA).

Concentragio de péptidos’

0 10 20 30 EPMY

Digestibilidade, na MS

MS? 681 73,1 702 647 1,18

MO’ 643 679 653 633 1,02

NDF® 49,1 49,6 455 @ 422 1,12

ADF 396 39,1 363 32,1 1,40
AGV totais, mmol dia™ 360 352 336 351 8,31
g N microbiano kg'l MO digerida 25,0 26,8 26,6 25,8 1,27
N dos péptidos adicionado, g dia™ 0 0,234 0,470 0,703 -
Ingestio de N digestivel dos AA, g dia™* 0,664 0742 0620 0482 0,030
Total de N disponivel dos péptidos € dos AA, g dia™’ 0,664 0,976 1,09 1,19 0,048
N dos péptidos e dos AA do efluente recuperado, g dia™ 0,113 0,119 0,124 0,128 0,006
Desaparecimento N dos péptidos € dos AA, g dia™® 0,551 0,857 0,966 1,06 0,047
N disponivel dos péptidos e dos AA para o crescimento
microbiano, % de fluxo de N microbiano 46,7 62,6 73,2 85,5 3,26

'Em percentagem do N total;

2Resposta quadriética, P<0,01;

*Resposta linear, P<0,05;

4 Resposta quadratica, P<0,05;

*Desaparecimento de N dos péptidos N microbiano™ x 100;
SResposta linear, P<0,01.

+Erro padrdo da média.

ADAPTADO DE JONES et al (1998).

amiloliticas tém uma contribui¢o significativa para a fermentagdo ruminal, OH ef al.
(1999) verificaram que a resposta na sintese de proteina microbiana a inclusgo de caseina,
em oposigio 4 de ureia, foi superior para o nivel mais baixo de amido (QUADRO 2.8).
Resultados que questionam a generalizagio de que as bactérias amiloliticas requerem
péptidos e aminoacidos pré-formados para o seu crescimento e que realgam a necessidade
de mais informag&o sobre a influéncia da composigdo da dieta na determinacdo dos tipos
de bactérias amiloliticas que dominam a fermentag@o ruminal. Isto porque existe evidéncia
de que pelo menos um microrganismo amilolitico potencialmente dominante, o
Ruminobacter amylophilus, utiliza maioritariamente amoniaco para o seu crescimento,

sendo a incorporagio de N organico muito limitada (HESPELL, 1984).
Por outro lado, alguns microrganismos celuloliticos apresentam necessidades em
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QUADRO 2.8 — Efeito do nivel de amido na dieta de ovelhas adultas nos pardmetros de fermentagéo ruminais
(média de quatro determinagdes didrias) e no fluxo de proteina bruta microbiana (MCP) para o duodeno a

adi¢Oes iso-azotadas de ureia e de caseina.

200g amido 500g amido EPD}
Basal'! Ureia Caseina Ureia Caseina  Basal Fonte N Nivel amido BxNxS’
pH 6,75 6,74 6,60 6,48 6,31 0,101 0,11 0,11* 0,12
Amoniaco (mM) 18,3 184 15,8 134 104 2,21 2,43 2,43* 2,80
AGYV totais (mM) 83 89 99 98 108 8,8 9,6 9,6 11,1
MCP? (g dia™) 43 47 76 73 83 S5,7%%  6,3** 6,3*% 7.3

'Silagem de azevém;

Calculada a partir da excregdo de derivados das purinas;

3 ~ . L
Interac¢ao basal x fonte de N x nivel de amido;

1Erro padrio da diferenga;

1P<0,10; *P<0,05; **P<0,01.

ADAPTADO DE OH et al. (1999).

AGV de cadeia ramificada, podendo a resposta positiva em termos de crescimento
microbiano a adi¢do de aminoacidos e de péptidos ser o reflexo da cobertura destas
necessidades a partir dos AGV resultantes da fermentagdo dos aminoacidos (MAENG et al.,
1976; WALLACE ¢ COTTA, 1988; MACKIE ¢ WHITE, 1990). Isto porque a maior parte das
espécies de bactérias fibroliticas ndo s@o capazes de fermentar aminoacidos para obterem
esses acidos gordos de cadeia ramificada, sendo dependentes do seu fornecimento na dieta
ou da interac¢o com outros microrganismos (WALLACE e¢ COTTA, 1988). Assim, para
dietas ricas em fibra e com taxas de degradagdo da fibra relativamente lentas, o
fornecimento adicional de proteina pode estimular o crescimento fibrolitico através da
fermentacdo dos aminoacidos pelas bactérias ndo fibroliticas e pelo subsequente aumento
do fornecimento de acidos gordos de cadeia ramificada (DUKSTRA et al., 1998). Neste
contexto, o tipo de proteina a ser degradada torna-se importante, uma vez que pode limitar
a produgdo de isovalerato, de 2-metilbutirato e de isobutirato a partir, respectivamente, de
leucina, de isoleucina e de valina (SNIFFEN ¢ ROBINSON, 1987; MACKIE e WHITE, 1990;
VAN SOEST, 1994).

A discussdo realizada permite concluir que os efeitos do tipo de nutrientes azotados
na sintese de proteina microbiana dependem do tipo de substrato energético presente no
ramen. O crescimento de bactérias amiloliticas parece ser estimulado pela presenca de
aminoacidos, ao passo que as bactérias fibroliticas, apesar de poderem ter necessidades em
acidos gordos de cadeia ramificada, podem nfo necessitar de aminoacidos para alcangarem

0 maximo crescimento. Note-se, contudo, que a relagio destas fontes na dieta pode originar
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alteracbes no equilibrio entre as espécies de microrganismos.

Assim sendo, nfio importa, apenas, garantir na dieta uma fonte de RDP para cobrir
as necessidades em N dos microrganismos — tal como fazem os sistemas mais correntes de
formulagio de regimes alimentares —, ¢ fundamental ter presente que o crescimento
microbiano varia com a fonte de N disponivel, devendo considerar-se a forma de N
preferencial da populagdo microbiana presente, num dado momento, no ramen, ndo
esquecendo que esta depende do tipo de substrato energético. Daqui decorre que em
situacdes praticas de alimentagdo a satisfagdo das necessidades em RDP néo pode fazer-se,
simplesmente, em fungo da quantidade de energia fermentével, impondo-se que a escolha,
quer das fontes de N degradavel, quer da relagio entre essas mesmas fontes, seja realizada

de acordo com a relagfio entre os varios substratos energéticos presentes na dieta.

2.4. RECICLAGEM DE AZOTO

Embora os sistemas empiricos correntes de formulaggo de regimes alimentares para
ruminantes reconhecam a importincia da reciclagem de N no e para o rumen, néo
incorporam este informe biolégico no calculo das necessidades em N degradavel da
populagiio microbiana. Todavia, a reciclagem de N para o ramen em animais alimentados
com dieta com baixo teor em N é extremamente importante no colmatar parcial do défice
em N degradavel (NOLAN e LENG, 1972; BUNTING ef al., 1987, SARRASECA et al., 1998);
isto, para além da ureia de origem endogena constituir a principal fonte de N para as
bactérias do intestino grosso (INRA, 1988). Por outro lado, mesmo em ruminantes
alimentados com dietas com um teor em N suficiente para satisfazer as necessidades dos
microrganismos do rimen e do animal hospedeiro, a reciclagem de N para o rimen pode
ser benéfica na medida em que permite aumentar a sincronizagio das disponibilidades de
N e de energia em periodos do dia em que o N disponivel para os microrganismos ¢

limitante ao seu crescimento.

Mas, quando falamos de reciclagem de N nos animais ruminantes, devemos
distinguir a reciclagem da ureia formada no figado, em que uma parte variavel ¢ excretada
na urina pelo rim e outra é reciclada para o rimen, quer via saliva, quer por difuséo através
das paredes deste compartimento, da reciclagem intra-ruminal de N como resultado da lise

dos microrganismos da populaggo simbidtica.
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2.4.1. Para o ramen

Os ruminantes economizam N sobretudo através da reciclagem do N de ureia, mas,
também, da reciclagem de compostos sintetizados no epitélio do ramen, como a glutamina
e o acido glutdmico, de mucoproteinas da saliva e de células queratinizadas da parede do

ramen (HOUPT, 1970; HAVASSY et al., 1974; SIDDONS et al., 1985).

Segundo VAN SOEST (1994), baixos niveis de ingestdo de N conduzem a que
grande parte do N metabolizado no animal seja reciclado para o rimen, sendo uma
pequena quantidade excretada na urina. O aumento da ingestdo de N estd associado com
uma maior producfo de ureia pelo figado, estando o nivel de ureia no plasma sanguineo
associado com uma maior taxa de excregio de ureia na urina. Ou seja, o fluxo de N ndo
proteico altera-se do rumen para a urina com o aumento de fornecimento de N na dieta,
apesar da quantidade de ureia que & reciclada ser relativamente independente do teor em N
da dieta, uma vez que a reserva de ureia no organismo estd sob controlo fisiolégico

homeostatico, permanecendo, aproximadamente, constante (VAN SOEST, 1994).

A ureia formada no figado e libertada na corrente sanguinea pode retornar ao riumen
através da saliva ou por absorgfo pelas paredes deste orgéo. A quantidade de ureia que
entra via saliva é afectada pela concentra¢fio plasmatica de ureia e pela produgio de saliva
(SOMERS, 1961; HUNTINGTON e ARCHIBEQUE, 1999). Em vacas a secregdo de saliva atinge
os 100-190 1 dia” (BAILEY e BALCH, 1961), o que pode representar um transporte de N de
ureia de 1,2-34,2 g N dia' se a concentragfo plasmética de ureia variar entre 20 € 300 mg
N I'!. Como a produgio de saliva se relaciona com a quantidade de alimento consumido e
com a relacfio forragem/concentrado da dieta, a reciclagem de N para o rimen via saliva
pode tomar particular importincia em animais alimentados com dietas fibrosas com baixo

teor em N.

A transferéncia da ureia através da parede do rumen é, provavelmente, feita por
difusdo passiva, limitada pela camada epitelial queratinizada (OBARA ef al., 1991). Os
microrganismos aderentes ao epitélio produzem urease que hidrolisa a ureia durante a sua
passagem pelas paredes do rimen a amoniaco e a di6xido de carbono. Estes
microrganismos digerem, também, tecido epitelial, tornando disponiveis as células de
descamac?o, queratinizadas e resistentes a hidrolise enzimatica, ap6s digestéo, proteolise e,

provavelmente, desaminagdo (DINSDALE et al., 1980).

A taxa de transferéncia da ureia endogena do sangue para o rumen, através da
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absorcio pelas paredes deste compartimento, ¢é afectada por factores como a
permeabilidade do epitélio do ramen, a concentragdo de amoniaco no ramen, a
concentragio plasmatica de ureia, o pH do rumen e a digestibilidade da MO (FIGURA 2.4;
QUADRO 2.9). Virios estudos (WESTON e HOGAN, 1967; VERCOE, 1969; THORNTON,
1970a e 1970b; MCINTYRE, 1971) mostraram a existéncia duma relagéo curvilinea entre a
concentragio plasmatica de ureia e a concentragio ruminal de amoniaco na taxa de
transferéncia da ureia do plasma para o rumen. No entanto, ¢ dificil distinguir entre os
efeitos do aumento das concentragdes plasmatica de ureia e de amoniaco no rimen quando
ambas estdo altamente correlacionadas, mas o limite de transferéncia de ureia esta,
provavelmente, mais associado com o aumento da concentragio de amoniaco no rimen e a
consequente regulagio na transferéncia de ureia do que com o efeito directo da

concentragio de ureia per se (KENNEDY e MILLIGAN, 1980).

Em ruminantes alimentados com dietas ricas em energia aumenta, em geral, a
quantidade e/ou a proporgdo de ureia reciclada para o ramen (KENNEDY, 1980; OBARA e
SHIMBAYASHL, 1980; NORTON et al., 1982), devido ao aumento na permeabilidade da
parede ruminal, que ¢ independente, quer da concentragdio plasmatica de ureia, quer do

fornecimento de ureia via saliva (NORTON et al., 1982). O conceito de que a concentragdo
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FIGURA 2.4 — Possiveis factores envolvidos no aumento da permeabilidade das paredes do rimen a ureia
pelo aumento da fermentagio dos hidratos de carbono.
ADAPTADO DE OBARA et al. (1991).
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QUADRO 2.9 — Valores publicados e calculados, para ovinos, das concentragdes plasmatica de ureia e de
amoniaco no ramen, da quantidade de matéria organica (MO) aparentemente digerida no rimen e das taxas

de desaparecimento e de transferéncia da ureia plasmatica para o ramen.

Dieta Ureia no NH; no MO aparentemente  Transf. de ureia para  Des. de ureia
plasma ramen digerida no rimen o ramen para o rimen
mgNTh (mgNT (g dia™) mgNh kg PV) mih’'kg PV)

Feno de luzerna 250 289 308 1,44 58
Feno de luzerna 169 259 214! 1,39 8,2
Pellets de luzerna 220 150 4582 1,08 49
Pellets de bromo 138 99 257 5,80 42,0
150 97 513° 5,65 37,6
242 127 459 4,10 16,9
254 90 459° 4,17 16,4
216 200 459° 1,85 8,6
260 173 459° 2,37 9,1
Pellets de bromo 152 98 544 5,16 342
145 73 391 7,72 59,5
156 68 602 6,81 448
Feno 57 27 118* 0,67 11,8
138 84 1534 0,60 4.4
72 44 122* 0,48 6,6
Feno+melagos 72 63 - 2,65 36,8

' Assumindo que a digestdo aparente da MO ¢ 48,5% da ingestdo de MO;

2Assumindo que a digestdo aparente da MO no ramen é 40% da ingestdo de MO digestivel;
3Assumindo que a digestdo aparente da MO no rimen € 36% da ingestéo de MO;
*Assumindo que a digestio aparente da MO no ramen é 60% da ingestdo de MO digestivel.
ADAPTADO DE KENNEDY € MILLIGAN (1980).

de amoniaco e a quantidade ou taxa de fermentagdo da MO influenciam a permeabilidade
do epitélio do riimen & ureia e, portanto, a taxa de transferéncia de ureia através da parede ¢
suportado pelos resultados obtidos por NOLAN e LENG (1972) e NOLAN ef al. (1976). A
importancia da quantidade e da taxa de fermentagfo da MO na taxa de entrada da ureia no
rimen €, também, evidente no estudo de KENNEDY (1980) no qual a taxa de transferéncia
da ureia para o ramen de vacas alimentadas com uma dieta de feno e sacarose foi superior
21,8 gN dia! versus 10,9 g N dia™") do que em vacas alimentadas apenas com feno. Neste
estudo, a suplementagio com sacarose aumentou o nimero de bactérias aderentes e o
desaparecimento de ureia e diminuiu a concentragio de amoniaco no rimen. O
desaparecimento por unidade de peso vivo em ovinos é superior do que em bovinos
alimentados com dietas similares, o que pode contribuir para explicar o porqué dos ovinos

manterem uma concentracio superior de amoniaco no rimen (SATTER e ROFFLER, 1977).

Mas, a adigdio de hidratos de carbono fermentaveis ao rimen aumenta, também, a
actividade dos microrganismos, estando a produgdo e a absor¢@io dos produtos finais da
fermentagdio (propionato, butirato e di6xido de carbono) associados com um aumento da

permeabilidade da parede do rimen & ureia, embora os mecanismos de ac¢do permanecam,
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ainda, por esclarecer (KENNEDY € MILLIGAN, 1980; OBARA et al., 1991; REMOND et al.,
1993). E possivel que um aumento na pressdo osmotica no fluido ruminal estimule a
permeabilidade das paredes do ramen & ureia (HoupT, 1970). Contudo, REMOND et al.
(1993) referem que o aumento da osmolalidade do ramen diminui ligeiramente a absorgéo
de amoniaco. Maiores quantidades de AGV podem, também, promover a proliferagdo do
epitélio que reveste as paredes do rGmen (FLATT et al., 1958) e modificar o tipo € a
extensdo das papilas das paredes deste compartimento (WEIGAND ef al., 1975). SAKATA e
TAMATE (1978 e 1979), utilizando infusdes de solugdes individuais de sais sodicos de
AGV, demonstraram que o butirato de sédio tem o maior efeito na proliferagdo do epitelio
ruminal. SAKATA et al. (1980) verificaram que a infusdo intravenosa de insulina estimula a
proliferacio de células epiteliais e sugeriram que as respostas aos AGV pode ser mediada
pelos niveis aumentados de insulina circulante apés a absorgdo de AGV. A infusdo de
butirato a longo prazo afecta, provavelmente, a estrutura da parede do rumen, a qual,
através do aumento da area de troca de metabolitos ou do aumento da permeabilidade da

camada epitelial queratinizada, aumenta a transferéncia de ureia (NORTON et al., 1982).

Infusbes de ureia no abomaso ou na veia jugular aumentam a concentragio
plasmatica de ureia e de amoniaco no rimen, sendo a relagdo, nalguns casos, curvilinea
(WESTON e HOGAN, 1967; VERCOE, 1969; THORNTON, 1970a e 1970b; MCINTYRE, 1971).
ALLEN e MILLER (1976) referem que a reciclagem de ureia ndo se relacionou com a
concentragio plasmatica de ureia em ovelhas, mas relacionou-se de forma exponencial em
carneiros, o que sugere um controlo da reciclagem, ndo resultando esta de simples difuséo

do sangue para o tubo digestivo.

HoupT (1970) sugeriu que a urease bacteriana presente no epitélio cornificado pode
facilitar a transferéncia de ureia plasmatica se a hidrélise resultar num gradiente de
amoniaco no epitélio a favor da difusfio para o rimen mais 4cido. Mais tarde, CHENG e
WALLACE (1979) ¢ REMOND et al. (1993) confirmaram que a urease bacteriana facilita a
transferéncia de ureia plasmatica para o ramen, sugerindo os primeiros, que como a
actividade da urease se relaciona inversamente com a concentragio de amoniaco, a
extensdo em que a difusio de ureia é facilitada pela urease bacteriana ¢ controlada pela

concentra¢io de amoniaco no ramen.

A transferéncia de N para o rimen é, ainda, afectada por varios outros factores
como aqueles que afectam o fluxo de sangue capilar e a tensdo de dioxido de carbono

(HUNTINGTON e ARCHIBEQUE, 1999), a dieta prévia ao jejum (HARROP e PHILLIPSON,
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1974), as deficiéncias em nutrientes que, ao limitarem a actividade microbiana, reduzem a
digestdo da MO da dieta (KENNEDY e SIEBERT, 1972), ¢ as hormonas gastrointestinais

(HARROP e PHILLIPSON, 1971).

2.4.2, Intra-ruminal

A reciclagem de N no rumen envolve a autdlise bacteriana, a lise de
microrganismos mediada por anaeroplasmas, por bacteriofagos e por privagdo ou excesso
de substrato (acumulagdo de produtos finais da fermentag8o), assim como a ingestdo de
microrganismos por protozoarios, a lise de protozodrios € a lise de talos de fungos apos
libertagdio dos zodsporos. Contudo, no que respeita a extensfio e a quantidade de N
reciclado pelos fungos presume-se que a sua contribuigio para a reciclagem de N total seja

minima (KOENIG et al., 2000).

2.4.2.1. Autélise bacteriana

Alguns estudos mostraram a ocorréncia de lise de bactérias em culturas puras
(BRYANT e ROBINSON, 1961; DEMEYER e VAN NEVEL, 1979; RUSSELL ef al., 1983).
JOLLIFFE et al. (1981) introduziram um modelo de autélise baseado na localizagéo de
protdes proximos da membrana celular. Com efeito, DOYLE ef al. (1988) verificaram que
compostos que destruiam o potencial de membrana promoviam a lise dos bacilos. As
bactérias de crescimento rapido tém um potencial de membrana elevado que acumula
protdes na superficie da célula, sendo a autolisina inibida a pH baixo, mas, pelo contrério,
a caréncia de nutrientes pode dissipar o potencial de membrana, aumentar o pH e activar as
autolisinas (WELLS e RUSSELL, 1996a). No entanto, nfo é de esperar que a privagdo de
nutrientes ocorra em animais alimentados frequentemente, visto o fornecimento de
nutrientes ser quase continuo. Além disso, a presenga de polissacaridos de reserva na
célula pode ajudar a aumentar a sobrevivéncia, bem como as interacgdes entre bactérias
podem fornecer substratos para bactérias individuais durante periodos de restrigdo de

nutrientes em animais alimentados pouco frequentemente (MCALLISTER ef al., 1994).

Compostos que diminuem o potencial de membrana aceleram a lise do Fibrobacter
succinogenes, mas, mesmo, em células em crescimento com elevado potencial de
membrana ocorre lise (WELLS e RUSSELL, 1996b). No Fibrobacter succinogenes a lise

parece ser uma propriedade das células em crescimento que ¢ independente da taxa de
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crescimento em vez de ser uma resposta & caréncia de nutrientes. De facto, quando as
células entram na fase estacionéria, a taxa absoluta de lise diminui e esta transi¢do € inibida
pelo fenilmetilsulfonil fluoreto, um inibidor das proteases de serina. Como este inibidor s6
promove a lise de células que estdo a alcancar a fase estacionaria, o Fibrobacter
succinogenes parece regular a sua autlise via um mecanismo que envolve a degradagdo

proteolitica das autolisinas (WELLS e RUSSELL, 1996a).

Uma aproximagio para diminuir a reciclagem intra-ruminal devida & autolise
bacteriana seria a modificagdo genética das bactérias ruminais, no entanto, a possibilidade
da autélise bacteriana e do crescimento serem processos altamente integrados, torna esta

solugdo pouco atractiva.

2.4.2.2. Lise por bacteriofagos

Neste ponto optamos, apenas, por referir a lise de bactérias por bacteriofagos, uma
vez que os anaeroplasmas anaerobios capazes de infectar bactérias Gram negativas vivas
estdio, provavelmente, presentes no rimen em concentragdes inferiores a 10* ml™ fluido
ruminal (WELLS ¢ RUSSELL, 1996a). Embora exista consideravel variagdo individual entre
animais nas populagdes de bacteriofagos (SWAIN et al., 1996), o fluido ruminal de ovinos e
de bovinos apresenta elevado numero de bacteriofagos (2 x 10" a 1 x 10® ml”!, KLIEVE e
BaucHopr, 1988; 3 x 10° a 1,6 x 10" mi?, KLIEVE e SWAIN, 1993). Ao longo dos anos
foram isolados e caracterizados bacteriofagos de varias espécies bacterianas (IVERSON e
MILLIS, 1976a e 1976b; TYUTIKOV et al., 1980; LOCKINGTON et al., 1988; STYRIAK et al.,
1989 e 1991; JIANG et al., 1995, CHEONG ¢ BROOKER, 1998; AMBROZIC ef al., 2001),
sendo o material genético virico um constituinte normal do genoma de um numero

apreciavel de bactérias do ramen (KLIEVE ef al., 1989).

Os bacteriofagos liticos promovem a lise bacteriana imediata, podendo os
lisogénicos serem retidos no DNA bacteriano por algum tempo (WELLS e RUSSELL,
1996a). IVERSON e MILLIS (1976b) referem que as estirpes de bacteriofagos lisogénicos
nfo constituem uma fonte importante de bacteriofagos no ramen e KLIEVE et al. (1989)
referem, também, que os bacteriofagos ruminais liticos sdo de pequena importancia, mas
25% das bactérias ruminais contém profagos lisogénicos cromossomicamente estaveis.
Com efeito, parece que, apesar dos bacteriofagos poderem causar lisogenia ou lise

(NEWBOLD et al., 1996), existe escassa evidéncia experimental de que estes processos
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sejam importantes determinantes da renovagdo bacteriana in vivo (WELLS e RUSSELL,
1996a; DUKSTRA et al., 1998). Sublinhe-se que, embora uma bactéria possa favorecer o
desenvolvimento de 40-50 bacteriofagos, a camada de polissacaridos das bactérias

ruminais pode protegé-las da infec¢gio por bacteriofagos (MCALLISTER ef al., 1994).

SWAIN ef al. (1996) mostraram a existéncia de grande flutua¢io diurna no namero
total de bacteriofagos, ocorrendo a menor concentragdo dentro de duas horas apés a
alimentacdo e as concentragdes maximas 8 a 10 horas apdés. KLIEVE er al. (1998)
verificaram que animais alimentados com pastagem verde tendem a possuir concentragio
superior de bacteriofagos, sendo as concentragdes duas e dez vezes inferiores, em animais
alimentados, respectivamente, com forragens desidratadas e com alimentos concentrados.
No entanto, ndo é claro se as diferengas entre dietas resultam do momento de recolha da
amostra em relaciio 4 ingestdo de alimento, ou de outros factores como a resisténcia
microbiana 2 infeccdo (MORRISON, 2000). Assim sendo, pode especular-se que a
manipulaciio da dieta pode permitir reduzir o nivel de bacteriofagos que induzem a lise

bacteriana, bem como que os bacteriofagos podem desempenhar um importante papel no

controlo selectivo de populagdes de microrganismos do rimen.

Com o intuito de manipular a populagdo microbiana do rimen, recentemente, t€ém
sido, também, examinadas a presenga e os efeitos das bacteriocinas do ecossistema ruminal
(MOROVSKY et al., 1998; WHITFORD et al., 2001; RUSSELL e MANTOVANI, 2002). Estas
consistem num grupo heterogéneo de péptidos anti-bacterianos e de proteinas caracterizado
pela sua capacidade de inibir estirpes bacterianas, tendo sido detectadas substincias
inibidoras tipo bacteriocinas em varios géneros de bactérias do rimen, como de
Streptococcus bovis spp. (WHITFORD et al., 2001) e de Butyrivibrio fibrisolvens (RYCHLIK
e RUSSELL, 2002). Estas substancias, sendo proteinas, quando abandonam o rimen, podem

ser digeridas, contribuindo para a cobertura das necessidades em amino4cidos do animal.

2.4.2.3. Lise por défice ou excesso de nutrientes

As bactérias do ramen diferem quanto & capacidade de manter a sua viabilidade
durante periodos de défice de nutrientes (RUSSELL e HESPELL, 1981). Quando as bactérias
ruminais estfio em situa¢des de défice em N e outros nutrientes, o excesso de hidratos de
carbono pode ser toxico. Muitas espécies de bactérias ruminais produzem polissacaridos €

algumas armazenam grandes quantidades desta reserva intracelular (e.g., Prevotella

39




NUTRIENTES AZOTADOS, ENERGETICOS E FUNCAO RUMINAL

ruminicola, Fibrobacter succinogenes; CHENG et al., 1973; COSTERTON et al., 1974,
HOWLETT et al., 1976; WELLS e RUSSELL, 1994; Lou et al., 1997). No entanto, a
capacidade das bactérias ruminais em armazenar hidratos de carbono como polissacaridos

parece ser limitada (FIGURA 2.5; MAGLIONE e RUSSELL, 1997).

Culturas de Fibrobacter succinogenes que tém excesso de celobiose secretam
glicose e celotriose no meio de cultura e como este microorganismo ¢ destruido pela
celobiose quando o N ¢ limitante, a actividade da celobiase, que produz glicose livre, e 0
efluxo de celodextrina podem constituir mecanismos de protecgdo das células ao excesso

de hidratos de carbono (RUSSELL, 1998).

Algumas bactérias ruminais (e.g., Streptococcus bovis e Selenomonas ruminantium)
possuem mecanismos de diminui¢do da produgdo de ATP ou de desvio do ATP produzido,
que parecem proteger as células. A maioria das bactérias do ramen utilizam a via Embden-
Meyerhof-Parnas para metabolizar as hexoses (WALLNOFER ef al., 1966), mas algumas
bactérias (e.g., Pseudomonas saccharophilia, Clostridium sphenoides e Enterobacter
(Klebsiella) aerogenes; COOPER, 1984) podem utilizar a via do metilglioxal (COOPER e
ANDERSON, 1970). Como a via do metilglioxal nfio possui fosfato transferases, o

metabolismo da glicose por esta via é um mecanismo muito eficaz para diminui¢io da
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FIGURA 2.5 - Efeito da glicose no niimero de células viaveis (0), relagdo polissacaridos/proteina celulares
(A) e producgo de metilglioxal (8) da Prevotella ruminicola By4 num meio com baixa concentragio de

amoniaco (3 mM).
ADAPTADO DE RUSSELL (1992 e 1993).
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produgdo de ATP (FIGURA 2.6).

Mas, as bactérias que possuem metilglioxal sintase nem sempre sio capazes de
converter o metilglioxal em D-lactato (mesmo a Escherichia coli que possui glioxalase
pode produzir metilglioxal como produto final) (RUSSELL, 1998). Contudo, o metilglioxal
é um composto altamente reactivo e téxico que destroi o DNA, inibe a sintese proteica e
destroi as bactérias (FREEDBERG et al., 1971; FRAVEL e MCBRIEN, 1980). Como a via do
metilglioxal ndo necessita de ADP nem gera ATP, a produgdo de metilglioxal ¢,

provavelmente, regulada pela taxa de utilizagio do ATP (COOPER, 1984).

O desvio energético (energy spilling) parece ser, também, um método comum das

bactérias ruminais lidarem com excesso de hidratos de carbono. A reacgdo de
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Di-hidroxiacetona-P Gliceraldeido-3-P
v NADH
Metilglioxal 1,3,di-P-Glicerato
ADP + Pi
ATP
\4 v
D—L% 3-Fosfoglicerato
Fp
\ .
FpHY Fosfoenolpiruvato
ADP + Pi
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Piruvato

FIGURA 2.6 - Catabolismo da glicose pela via Embden-Meyerhof-Parnas e pela via do metilglioxal.
+Flavoproteina ligada & desidrogenase.
ADAPTADO DE RUSSELL (1998).
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desvio energético do Streptococcus bovis s6 pode funcionar de modo ciclico para dissipar
ATP se os protdes puderem entrar nas células, sendo este efeito apenas explicado pela
forca motivada por protdes (protonmotive; RUSSELL, 1998). Quando a forga motivada por
protdes ¢ baixa (pequeno excesso de glicose e baixa taxa glicolitica) a membrana celular
do Streptococcus bovis é relativamente impermeavel aos protoes, mas quando a taxa de
catabolismo da glicose aumenta, a forga motivada por protdes aumenta (BOND e RUSSELL,

1998).

2.4.2.4. Lise por protozodrios

Os estudos in vitro sugerem que a presenga de protozodrios representa a actividade
reguladora mais importante da renovagio de N bacteriano no rimen (NOLAN et al., 1976;
WALLACE e MCPHERSON, 1987). Contudo, os aumentos no fluxo de proteina bacteriana em
animais defaunados, isto &, sem protozoarios, sdo inferiores aos esperados in vitro pela
paragem de digestdo bacteriana pelos protozoarios, provavelmente, porque, em geral, nos
estudos in vitro, existem poucas particulas de alimento, o que pode conduzir a uma
sobrestimativa da predagiio pelos protozoarios, pois, in vivo, os protozoarios também
ingerem proteina da dieta, o que reduz a sua capacidade de ingestdo de bactérias
(WALLACE e MCPHERSON, 1987; WELLS e RUSSELL, 1996a). Mesmo o facto da
concentragio de amoniaco no ramen ser, quase sempre, mais baixa na auséncia de
protozoérios pode dever-se a fécil lise dos protozoarios, podendo o amoniaco adicional ser
derivado da degradaciio dos protozoarios e nfio da degradacdio das bactérias (ABE ef al.,
1981; LENG, 1982; COLEMAN, 1985; WELLS ¢ RUSSELL, 1996a). Com efeito, em estudo
realizado por KOENIG et al. (2000) a reciclagem intra-ruminal de N amoniacal ¢ a

reciclagem de N amoniacal da ureia plasmatica néo foram afectadas pela defaunaggo.

Além disso, a capacidade dos protozoérios do ramen ingerirem bactérias aderidas
ou livres é discutivel. A ingestiio de particulas solidas de alimento pelos protozoarios €
bem conhecida, sendo de esperar que resulte, também, na ingestiio de bactérias aderidas a
essas particulas. Alternativamente, a aderéncia das bactérias a particulas de plantas pode
servir para as proteger da predagdo por protozoarios, sendo esta hipétese confirmada por
observacbes de que apds defaunagdo, as bactérias néo fibroliticas aumentam em maior
extensdo do que as bactérias aderidas (WEIMER, 1992). Contudo, a preferéncia dos

protozoarios por amido e aglicares resultard numa maior disponibilidade de amido e de
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aglicares em relago a fibra ap6s a defaunagfo e, entfio, num menor aumento das bactérias

fibroliticas aderidas.

DUKSTRA et al. (1998) representaram num modelo alguns processos que
contribuem para a reciclagem de matéria microbiana: ingestio de bactérias amiloliticas e
fibroliticas pelos protozoarios, ingestdo de protozodrios por outros protozodrios e lise de
protozodarios relacionada com a disponibilidade de substrato. A captura de bactérias e de
protozoérios foi representada por equagdes de Michaelis-Menten. Este modelo considera
que as bactérias amiloliticas e fibroliticas sdo ingeridas na propor¢do em que se encontram
presentes ¢ assume uma relagdo sigmoide entre a taxa de morte dos protozodrios e a
quantidade relativa de AGV produzidos pela fermentagio do substrato pelos protozoarios.
Os autores verificaram que o N microbiano total no rimen aumenta em maior extenséo do
que a renovagio de N microbiano em dietas com elevada inclusdo de forragem,
observando-se o inverso nas dietas com maior quantidade de alimento concentrado. Este
aumento mais rapido na renovagio do N com o aumento da ingestdo diaria e nas dietas
com maior quantidade de concentrado, resulta de redugdes menos marcadas na proporgdo
de N de protozodrios no N microbiano do rimen e do aumento mais rapido na taxa

fraccional de morte dos protozoarios.

2.4.2.5. Outros factores

O aumento das taxas de dilui¢io das fases liquida e s6lida do ramen permite
aumentar a eficiéncia de sintese de proteina microbiana, por aumentar a probabilidade dos
microrganismos abandonarem o rGmen antes da sua lise e renovagéo (ISAACSON ef al.,
1975; KENNEDY e MILLIGAN, 1978). Conquanto alguns sistemas de formulagdo de regimes
alimentares para animais ruminantes, tal como o AFRC (1993), incorporem, j4, este efeito
da taxa de dilui¢do na eficiéncia de sintese de proteina microbiana, a taxa ¢ estimada,

através de equagOes empiricas, a partir do nivel de ingestéio dos animais.

Apesar de termos referido vérios factores passiveis de influenciar a reciclagem
intra-ruminal de N, a solugdo mais atractiva, do ponto de vista pratico, consiste,
certamente, na modificagfio das taxas de diluigdo ruminais através da redugio do tamanho
de particula ou pela adi¢@o de sais (um estudo mais pormenorizado da influéncia da adi¢do

de sais nas taxas de diluigdo ruminais foi apresentado por SEQUEIRA, 1988).
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2.5. NATUREZA DO SUBSTRATO ENERGETICO

Embora a quantidade de energia potencialmente fermentavel no rimen constitua
um dos factores que mais influencia a produgio de proteina microbiana, este parametro €,
também, afectado pela natureza do hidrato de carbono utilizado como substrato energético
(FIGURA 2.7). Com efeito, as bactérias celuloliticas, dado possuirem menores custos de
manutencdio, sdo as mais eficientes, mas os substratos energéticos rapidamente
fermentaveis melhoram a eficiéncia de crescimento microbiano, uma vez que reduzem os
custos de manuten¢io gragas a maior taxa de fermentago. Contudo, quando s@o
adicionadas a dieta grandes quantidades de amido, as taxas de digestdo da fase liquida
aumentam e os organismos amiloliticos, como o Streptococcus bovis, desviam a produgdo
de acetato, via pela qual obtém quatro unidades de ATP por unidade de glicose fermentada,
para a produgdio de lactato, obtendo, desta forma, apenas duas unidades de ATP por
unidade de glicose. Esta estratégia, apesar de menos eficiente em termos de produgdo de
ATP, proporciona a estes microrganismos um ambiente mais favoravel para o seu

crescimento, reduzindo a populagdo fibrolitica (VAN SOEST et al., 1991).

Por outro lado, sendo o amido o substrato energético preferido dos protozoarios, o
aumento do nivel de amido na dieta pode aumentar o namero de protozoérios (ABE ¢ IRIK],

1978; DENNIS et al., 1983; MEYER et al., 1986; DE SMET et al., 1992; FRANZOLIN ¢
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FIGURA 2.7 — Relagio entre a quantidade de proteina microbiana produzida por unidade de substrato
fermentado e a taxa de fermentac@o no rimen.
ADAPTADO DE VAN SOEST ef al. (1991).
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DEHORITY, 1996) e, consequentemente, dietas com niveis de inclusdo de alimentos
concentrados de 40-60% na MS sdo as que, provavelmente, permitem maximizar a
populacio de protozoarios no rimen (TOWNE et al., 1988). Todavia, como a ingestdo de
amido pelos protozoarios é, também, acompanhada pela predagfio selectiva das bactérias
amiloliticas que se aderem aos grinulos de amido, os protozoarios tém um efeito negativo
nas bactérias amiloliticas, diminuindo a eficiéncia de sintese de proteina microbiana
(COLEMAN e SANDFORD, 1980; DEMEYER e VAN NEVEL, 1986; COLEMAN, 1989; USHIDA
et al., 1991; IVAN et al., 2000). Aspectos que, aliados ao facto de os protozodrios
diminuirem a taxa e a extensdo de digestio do amido no rimen, alterando o local de
digestdo do amido para o intestino delgado, tém um efeito importante na moderagéo de
processos de acidose no ramen associados a dietas com elevado teor neste hidrato de

carbono (MENDOZA et al., 1993; VAN SOEST, 1994).

A existéncia de protozoarios no rumen favorece, ainda, a digestdo da celulose
(DEMEYER ¢ VAN NEVEL, 1986; COLEMAN, 1992) por, provavelmente, aumentar o
fornecimento de amoniaco as bactérias celuloliticas (USHIDA e KoJMA, 1991) e por estes
microrganismos apresentarem elevada actividade celulolitica (COLEMAN, 1992; NAGARAJA
et al., 1992; HIDAYAT et al., 1993), resultando a presenga de protozoarios ciliados em
fermentagdes mais estdveis, em superiores concentragdes ruminais de amonia (LINDSAY ¢
HOGAN, 1972; VEIRA, 1986; BROUDISCOU et al., 1994; IVAN et al., 2000) e em numero
inferior de bactérias, bem como em alteragdes na MS, no volume liquido e na taxa de
renovagdo dos conteudos ruminais (VEIRA, 1986). Apesar do nimero de bactérias que
utilizam lactato normalmente aumentar com a defaunagio, a sua proporgfo na populagio

bacteriana total tende a permanecer inalterada (NEWBOLD et al., 1986).

Mas, se a ingestdo de particulas de amido pelos protozoarios for elevada pode
ocorrer lise, sendo esta uma das razdes porque dietas com elevado teor em amido podem
levar 3 eliminagdo dos protozodarios do rGmen, embora certos animais, nestas condigdes,
sejam capazes de manter uma populagdo de ciliados no rimen, orientando a fermentagéo
para uma maior produgio de acido butirico, caracteristica da maior resisténcia a depresséo

do teor em gordura do leite (VAN SOEST, 1994).

As pectinas, ainda que constituam os polissacaridos com taxa de digestdo mais
elevada, no afectam negativamente a populaggo fibrolitica, devido a ndo conduzirem a
producgio de 4cido lactico e a estrutura do acido galacturénico que, ao possuir elevada

capacidade de troca catidnica e de ligagdes a ides metalicos, proporciona as pectinas
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elevado poder tampdo (VAN SOEST et al., 1991).

O aumento da MO fermentavel no rimen em rela¢do ao N degradavel aumenta, por
outro lado, a actividade proteolitica no rimen, como demonstra o trabalho de SALES-
DUVAL e BLANCHART (2001). Estes autores forneceram, a ovelhas, dietas com diferentes
relages N fermentavel/energia fermentéavel (144 g N fermentavel kg energia fermentavel
e 126 g N fermentavel kg' energia fermentavel) e verificaram que a taxa de
desaparecimento das protefnas soliveis foi 2,5 vezes superior e as concentragdes de
amoniaco significativamente inferiores na dieta com menor relagéo N fermentavel/energia
fermentivel, tendo, também, a actividade proteolitica total, considerando todos os
compartimentos bacterianos, sido significativamente superior nessa dieta. Estas diferencas
podem explicar-se por diferengas na actividade proteolitica total nas fases sé6lida e liquida
do rimen, tais como a superior actividade exopeptidase na fase liquida e maior diversidade
de actividades endopeptidase na fase sélida do conteudo ruminal de animais alimentados
com dietas com menor relacio N fermentavel/energia fermentavel. Contrariamente,
RUSSELL et al. (1983) observaram que, quer a disponibilidade de hidratos de carbono, quer
a taxa de crescimento bacteriano, tiveram pouca influéncia na proteélise e na acumulag@o
de péptidos, estando a produgfio de amoniaco sempre inversamente relacionada com a taxa

de fermentagao dos hidratos de carbono.

Assim sendo, para se atenuar a competi¢io pelos substratos, torna-se importante o
fornecimento, na dieta, de diferentes fontes de hidratos de carbono. Mais ainda, as
propor¢des de AGV produzidos no rumen variam com a fonte de energia, aspecto
relevante, dado as suas diferentes fungdes ao nivel do animal hospedeiro. Daqui decorre
que consoante for o objectivo de produgdo, a escolha deve recair em diferentes equilibrios
entre os varios substratos energéticos, pois, é sabido que alimentos ricos em pectinas e em
hidratos de carbono estruturais tendem a aumentar a relagio acetato/propionato, enquanto
os ricos em amido tendem a diminui-la (e.g., SCHAIBLY e WING, 1974; WING, 1975;
SUTTON et al., 1987; BEN-GHEDALIA et al., 1989; NENGOMASHA, 1992; KENNELLY et al.,
1999; MOWREY et al., 1999), sendo os efeitos na propor¢do molar de butirato €, mesmo, na
relagiio acetato/propionato, em ambos 0s casos, nem sempre consistentes (HENNING et al.,
1980; ESTEVES et al., 1987; FONSECA et al., 2001). Saliente-se, ainda, que a escolha é
dificultada dado existirem diferencas na proporgdo de AGV e de proteina microbiana
produzidos no ramen entre as forragens e os ingredientes dos alimentos concentrados (e.g.,

MURPHY et al., 1982; DE VISSER, 1993; Boss e BOWMAN, 1996; HRISTOV e BRODERICK,
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1996; VAN BARNEVELD, 1999).

HOOVER e STOKES (1991), baseados em estudos in vitro e in vivo, referem que a
taxa de digestio dos hidratos de carbono é o factor principal que controla a disponibilidade
de energia para o crescimento microbiano. A medida que o nivel de NSC aumenta na dieta,
0 aumento concomitante da quantidade ingerida de hidratos de carbono, aumenta a
producgo diaria de proteina microbiana através do fornecimento de mais energia para o seu
crescimento, o que tem possiveis efeitos na producéo de leite. Com efeito, BEAUCHEMIN ef
al. (1997) obtiveram relagBes curvilineas entre a ingestdo de amido degradavel no ramen

(RDS:; kg dia) e a producio de leite:
Produgio de leite (kg dia’)=-5,59 + 23,37 x RDS — 4,31 x RDS?;
FCM (kg dia’) = -1,86 + 18,52 x RDS — 3,45 x RDS?;

onde as produgdes maximas de leite e de leite corrigido para o teor em gordura (FCM) se
obtém quando a ingestdo de RDS iguala 2,7 kg dia”, verificando-se a partir deste nivel
uma diminuicio da produgdo de leite. Contrariamente, NOCEK e TAMMINGA (1991)
referem que a maxima produgéo de leite ¢ obtida maximizando a ingestdo de RDS. Isto
porque, embora o amido digerido por processos enzimdticos possa ser usado mais
eficientemente para a produgdo de leite do que o amido fermentado no riimen, néo existe
evidéncia de que a digestdo pds-ruminal do amido aumente a produgdo de leite. Estes
autores referem, ainda, que parece ndo haver limitagdes a digestdo do amido no intestino,
pois esta aumenta com o aumento da quantidade de amido que escapa & degradagdo no
rimen e relacionaram a producgio de leite, para igual ingestdo de energia net para a
lactagdo (NEL), com a ingestdo de RDS (kg dia’) e com a ingestdo de amido que é

digerido no intestino (IDSI; kg dia™), de acordo com a seguinte equagfo:
Produgdo de leite (kg dia™)=6,07 + 0,55 x NE. + 0,48 x RDS +2,28 x IDSI.

Contudo, o aumento dos NSC na dieta ndo melhora necessariamente a produgéo de
proteina microbiana na vaca leiteira, uma vez que a quantidade necessaria destes substratos
depende, entre outros factores, da natureza e do nivel da fonte proteica, da taxa de

renovagio ruminal e do pH (STERN et al., 1994).

2.5.1. Efeito “pH”

Em situagdes de produgio em que a taxa de fermentagdo dos hidratos de carbono a
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AGYV ultrapassa a capacidade das paredes do rimen para absorverem AGV, a passagem de
AGYV para os compartimentos posteriores e o poder tampéo da saliva — situagBes tipicas de
inclusdo de niveis elevados de agucares e de amido na dieta — verifica-se uma acumulago
de AGV no rimen que, em conjunto com a producio de 4cido lactico, induz uma
diminuicdo do pH deste compartimento. A esta diminui¢do estdo, geralmente, associadas
reducdes na digestibilidade da MS e das paredes celulares (e.g., MACGREGOR et al., 1983;
DrxoN, 1986; KOVACIK ef al., 1986; GRANT ¢ MERTENS, 1992; SMET et al., 1995;
KALSCHEUR et al., 1997a; DUKSTRA et al., 1998; KENNELLY ef al., 1999; KHORASANI e
KENNELLY, 2001; NOCEK et al., 2002; YANG et al., 2002), bem como redugdes na relagéo
acetato/propionato e, consequentemente, no teor em gordura do leite (e.g., GAYNOR et al.,

1995; KALSCHEUR et al., 1997a; KENNELLY et al., 1999; KHORASANI ¢ KENNELLY, 2001).

A diminuigio da digestibilidade da fibra tem sido atribuida a diminui¢io da
actividade celulolitica dos microrganismos do rimen, que ¢ totalmente inibida quando o
pH do rimen desce para valores inferiores a 6 (EL-SHAZLY et al., 1961; HENNING et al.,
1980; MoULD e @RSKOV, 1983/1984; DIXON, 1986, ORSKOV, 1994; VAN SOEST, 1994;
VARGA e KOLVER, 1997; WEIMER et al., 1999); a diminui¢fo da capacidade de aderéncia
das bactérias fibroliticas as particulas (CHENG et al., 1980); e & diminuigdo da taxa de
divisgo destas bactérias como resultado da maior necessidade de energia para manter a
forga de protdes através da membrana celular, isto €, do aumento do custo energético de
manutencdo das células (RUSSELL e DOMBROVSKI, 1980). Contudo, CALSAMIGLIA ef al.
(2002) concluiram, recentemente, que situagdes constantes de pH baixo diminuem a
digestibilidade da fibra e da proteina e aumentam o fluxo total de aminoacidos para o
abomaso, mas diminuicdes transitérias de pH tém efeitos pequenos ou insignificantes
(QuADRO 2.10). Estes resultados sugerem que as bactérias fibroliticas sdo capazes de
sobreviver a condigdes de pH transitoriamente baixo, ndo sendo a fermentago microbiana,
em geral, afectada, podendo estas condigdes serem, mesmo, benéficas em termos de
nutri¢do proteica, pois podem aumentar o fluxo de N néio amoniacal e de aminodacidos
essenciais para o abomaso. Ndo esquecer, porém, como ja referido, que periodos longos de
pH baixo podem diminuir a digestdo da fibra, a disponibilidade de energia e reduzir a

ingest8o voluntaria.

O periodo de adaptagiio dos animais a dietas ricas em amido pode, também, ser
importante, como demonstra o estudo realizado por MATTHE ef al. (2003). Estes autores

forneceram, a vacas, uma dieta rica em amido e verificaram um aumento significativo do
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QUADRO 2.10 — Efeitos do pH e da sua flutuagdo na digestibilidade da matéria seca (MS), da matéria
orginica (MO) e da fibra de detergente neutro (NDF) e écido (ADF), no metabolismo azotado dos

microrganismos do ramen e no fluxo total de aminoacidos (AA).

Tratamento'
HH LL HL H2L EPt
Digestédo, %
Aparente
MS 46,3 39,2° 442%™ 43,7® 1,5
MO 38,8 34,3 36,4 38,6 1,2
Verdadeira
MS 60,5 57,9 56,1 57,4 1,4
MO 52,3 473 52,5 53,1 1,5
NDF 53,8° 34,3° 46,1° 53,3 2,1
ADF 51,7° 29,1° 453° 543" 2,5
N-NH;, mg 100 ml™ 20,4° 11,9° 15,8° 17,8% 0,8
Fluxo de N, g dia™
Total 3,24 3,38 3,29 3,26 0,07
Amoniacal 0,69° 0,39° 0,53" 0,59 0,03
N#o amoniacal 2,55° 2,99 2,76® 2,66™ 0,08
Bacteriano 1,20 1,21 1,33 1,14 0,06
Da dieta 1,35° 1,77 1,43° 1,52 0,06
Digestfio intestinal, % 78,3 824 79,1 79,5
Degradagio da PB 55,6 41,6 56,0° 49,9 2,1
EMPS? 23,0 25,7 25,3 21,6 1,2
Fluxo total de AA, mg dia™ 19,07 22,59 22,13 20,08 1,13

2bMédias na mesma linha com diferentes notag8es sdo significativamente diferentes (P<0,05);
"HH = pH elevado; LL = pH baixo; HL = Ciclos de 4 horas de pH elevado ¢ 4 horas de pH baixo; H2L = pH
elevado, excepto durante dois ciclos por dia de pH balxo
?Eficiéncia de sintese de proteina microbiana (g N kg™ MO verdadeiramente digerida);
+Erro padréo.
ADAPTADO DE CALSAMIGLIA et al. (2002).

pH (5,4 versus 5,9) e uma diminui¢do significativa na concentragio total de AGV (144,1
mmol 1! versus 134,3 mmol 1™") no ramen quando o periodo de adaptagio a dieta aumentou
de 16 para 37 dias. Ndo observaram, contudo, qualquer efeito significativo nas proporgdes
molares de AGV. Mas, a digestibilidade da MO e do amido no rimen foram superiores
quando o periodo de adaptagfo a dieta aumentou de 21 para 42 dias, tendo a digestibilidade

da PB apresentado tendéncia para diminuir.

A redugiio da digestibilidade da fibra no ramen, com dietas ricas em amido, pode
aumentar a fracgio do amido e da dieta que escapa a fermentagdo no rmen, tornando a
digestiio/fermentacdo no intestino mais importante (RUSSELL et al., 1981, DEGREGORIO ef
al., 1982; ZINN e OWENS, 1983; SICILIANO-JONES ¢ MURPHY, 1989a ¢ 1989b). Mas,
embora a extensfio potencial de fermentagfo da fibra no intestino grosso seja consideravel
(HOOVER, 1978), o seu volume relativamente pequeno e a elevada taxa de passagem

podem limitar os fenémenos de compensagdo digestiva (GALYEAN e OWENS, 1991).

49




NUTRIENTES AZOTADOS, ENERGETICOS E FUNCAO RUMINAL

A diminuigio do pH do rimen afecta, também, as bactérias pectinoliticas, as
metanogénicas (STROBEL e RUSSELL, 1986; VAN SOEST, 1994) e as proteoliticas (VAN
SOEST, 1994), assim como os protozoarios ciliados (EADIE € MANN, 1970; LATHAM ef al.,
1971; VANCE et al., 1972; ABE et al., 1973; MACKIE et al., 1978; LYLE et al., 1981; VAN
SOEST, 1994). Contudo, alguns trabalhos demonstram que o pH nem sempre tem efeito
negativo no niimero de protozodrios no rumen (SLYTER et al., 1970; FURCHTENICHT e
BRODERICK, 1987; TOWNE et al., 1990; FRANZOLIN ¢ DEHORITY, 1996). A manutengdo de
uma populago protozoaria funcional em animais alimentados com dietas com elevada
inclusdo de alimentos concentrados (>90%) pode, além do pH, estar, ainda, relacionada,
entre outros factores, com condigdes fisiolégicas como a taxa e a extensio de produgdo de
saliva e a taxa de passagem das fracgdes liquida e solida em cada animal (CHRISTIANSEN ef
al., 1964; KREIKEMEIER et al., 1990; FRANZOLIN e DEHORITY, 1996), com o tipo de
protozoéarios, uma vez que os Entodinia séo mais tolerantes a condi¢des de pH baixo € t€ém
taxas de crescimento mais rapidas, permanecendo no rimen de animais alimentados com
elevadas percentagens de amido (LATHAM et al., 1971; VANCE et al., 1972; ABE et al.,
1973; MACKIE ef al., 1978; LYLE et al., 1981; VAN SOEST, 1994) e, com a fonte de N
(DENNIS et al., 1983).

O possivel efeito negativo de dietas ricas em amido no numero de bactérias
proteoliticas e de protozoarios ciliados e, consequentemente, na actividade proteolitica e
amilolitica, pode ser ultrapassado, pelo menos parcialmente, pelo aumento das bactérias
amiloliticas, mais tolerantes a pH baixo (RUSSELL ¢ DOMBROWSKI, 1980; THERION ef al.,
1982; VAN SOEST, 1994). Estas bactérias possuem, também, em geral, actividade
proteolitica (USHIDA et al., 1991; MCALLISTER et al., 1993; MENDOZA et al., 1993),
aumentando a relagdo propionato/acetato (BIRD e LENG, 1978; MENDOZA et al., 1993;
BROUDISCOU ef al., 1994). No obstante a degradabilidade das proteinas ser, geralmente,
inferior em animais defaunados, o efeito dos protozoarios é superior quando a solubilidade
da proteina ¢ baixa (USHIDA e JOUANY, 1985; WALLACE ef al., 1987; USHIDA € KOJIMA,
1991). Isto porque o efeito dos protozoarios € maior na frac¢do insoluvel das proteinas,
dada a maior capacidade dos protozodrios para digerirem as particulas sélidas e bactérias
suspensas na fase liquida, estando as bactérias mais envolvidas na fermentagdo de

compostos azotados soliveis (MATHIEU et al., 1995).

A eliminagdo dos protozodrios aumenta o numero de bactérias amiloliticas que, ao

degradarem rapidamente o amido, produzem AGV a taxas elevadas que diminuem o pH do

50




NUTRIENTES AZOTADOS, ENERGETICOS E FUNCAO RUMINAL

rimen e, assim, o numero de bactérias celuloliticas. Mas, segundo USHIDA et al. (1991) a
relagdo entre os protozodrios e as bactérias celuloliticas depende da natureza da dieta (sem
ou com suplementagfio com alimentos concentrados) e do tipo de protozoarios presente no
rimen. Assim, a eliminagio dos protozodrios no rumen diminui a digestfio da fibra no
ramen, variando o efeito entre forte inibigio (50%) a leve estimulacéio (15%) (DEMEYER,
1989; YANG e VARGA, 1993; JOUANY, 1994), sendo os efeitos negativos mais importantes
em dietas com elevada incorporagdo de amido (USHIDA et al., 1990 e 1991). A reducdo da
actividade celulolitica pela eliminagdo dos protozoarios pode, porém, ser parcialmente
compensada pelo aumento da populagdo de fungos (ROMULO et al., 1989; Hsu et dl.,
1991). A redugio do niimero de bactérias celuloliticas pode, também, diminuir a
digestibilidade da frac¢o azotada ligada as paredes celulares ou encapsulada por estas
(GANEV et al., 1979; ORSKOV et al., 1983).

A diminuigio do pH do riimen associada a dietas com elevada inclusdo de hidratos
de carbono rapidamente fermentaveis pode ser contrariada pela inclusio, na dieta, de
substancias alcalinizantes ou com capacidade tampdo. Estas substincias afectam as
condi¢des ruminais aumentando o pH ou aumentando a resisténcia do fluido ruminal a
alteracdes do pH (MOULD et al., 1983/1984b; LE RUYET e TUCKER, 1992). Com efeito,
varios sdo os trabalhos que mostram que a adi¢do, a dieta, de substéncias alcalinizantes ou
com capacidade tampdo aumenta a ingestdo de MS (BHATTACHANYA ¢ WARNER, 1968;
FRDMAN et al., 1982; ROGERS et al., 1985; WEST et al., 1987; VICINI et al., 1988), a
produgio de leite e a produggo de gordura do leite (THOMAS et al., 1984; ROGERS et al.,
1985; SOLORZANO et al., 1989). Todavia, outros estudos ha em que ndo foram observadas
respostas positivas (DEPETERS et al., 1984; AMARAL et al., 1985; ROGERS et al., 1985;
PHILLIP e HIDALGO, 1989; PHILLIP e SIMPSON, 1992; FELLNER et al., 2000). Estes
resultados contraditérios podem ser explicados pelo tipo e teor de forragem na dieta porque
em dietas, no minimo, com 30% de forragem, os efeitos no pH do rimen € na percentagem
de gordura do leite sdo menos pronunciados (ERDMAN, 1988). Além das forragens
poderem influenciar a produgdo de saliva durante a ingestfio e a ruminagdo, a capacidade
tampfo inerente da forragem altera o pH do rumen e o metabolismo 4cido-base do animal
(ERDMAN, 1988), sendo este facto particularmente importante em dietas a base de silagem
de milho — forragem com elevado poder acidificante (DEWHURST et al., 2001; WADHWA ef
al.,2001a e 2001b).

Note-se, nesta matéria, que existe evidéncia experimental que demonstra a
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preferéncia dos animais ruminantes por dietas que atenuem a acidose ruminal (PHY e
PROVENZA, 19982 e 1998b). TOLKAMP et al. (1998a e 1998b) propuseram, com base nas
conclusdes de estudos de selecgio da dieta em vacas leiteiras, que os ruminantes
seleccionam a dieta com base no seu teor em ERDP e nfio em MP, evitando a ingestdo de
RDP em excesso. Esta teoria é suportada pelos factos da proteina microbiana representar a
principal fonte de aminoécidos para o ruminante ¢ do amoniaco resultante da degradagdo
da fracgdo azotada da dieta que ndo é capturado pelos microbios ser absorvido pelo animal
e, sendo um composto toxico, este ter de gastar energia para manter os niveis circulantes
deste composto dentro de valores fisiologicos aceitaveis. JAMES ef al. (2001) testaram a
hipétese, em ovelhas em crescimento, de que os ruminantes seleccionam a dieta por forma
a evitar um consumo excessivo de RDP, utilizando ureia como fonte de RDP em alimentos
com diferente teor em PB, tendo colocado & disposi¢do dos animais alimentos com
diferentes teores em ureia (12,5 ou 25 g ureia kg” alimento). Mas, ao contrario do
esperado, os animais mostraram preferéncia consistente para o alimento com maior
concentragdo de ureia, independentemente do alimento a que foi adicionada, parecendo
que o consumo excessivo de RDP na forma de ureia ndo foi minimizado, antes, pelo
contrario, os animais seleccionaram dietas com claro excesso de RDP. Saliente-se, porém,
que neste trabalho foram, apenas, oferecidos alimentos concentrados sem fontes de fibra
com estrutura fisica, o que pode ter diminuido a ruminacdo e, consequentemente, a
produgio de saliva e o pH do ramen. Assim sendo, as ovelhas poderiam estar a seleccionar
a dieta n3o para o RDP, mas sim para o pH do ramen, uma vez que a ingestdo de ureia

permite aumentar o pH.

Os trabalhos supradiscutidos ainda que sugiram que, quer a manutengdo do pH do
ramen acima de um determinado valor, quer o evitar a ingestdo excessiva de RDP, sdo dois
objectivos-forga na selecgdo da dicta dos animais ruminantes, nfo permitem tirar ilagdes
quanto a prioridade de objectivos. Ou seja, quando estes dois objectivos entram em
conflito, qual deles ser4 prioritario? Na tentativa de dar resposta a esta questdo, JAMES ef
al. (2002) realizaram um trabalho posterior, também em ovelhas, e verificaram que,
quando bicarbonato de sodio foi adicionado aos alimentos, a necessidade de ureia como
tampdo reduziu-se e, consequentemente, os animais passaram a seleccionar dietas com
menor teor em ureia. Daqui decorre que a necessidade que o ruminante tem em manter o
pH do rimen préximo da neutralidade parece ser um objectivo prioritario em relagdo a

excessiva ingestio de RDP, e, quem sabe, em relagdo a outros objectivos-forga na selec¢édo

52




NUTRIENTES AZOTADOS, ENERGETICOS E FUNCAO RUMINAL

da dieta.

As substincias tampdo podem, ainda, desempenhar um papel importante no
metabolismo azotado do animal. Isto porque, em situagdes de acidose metabOlica, a
proteina corporal pode ser catabolizada para gerar bicarbonato e, desta forma, restaurar o
equilibrio 4cido-base. Nestas condigdes, a adigio de bicarbonato de sédio a dieta pode
diminuir a degradagio da proteina corporal, reduzir a excre¢io de N na urina e methorar o
balango azotado (HANNAFORD ef al., 1982), embora esta melhoria nem sempre se verifique
(PHILLIP, 1983; FELLNER ef al., 2000). Os suplementos proteicos utilizados, nomeadamente
os bagacos de oleaginosas, caracterizam-se por um equilibrio anido-catifio positivo o que,
com dietas ricas em alimentos concentrados, pode modificar consideravelmente a ingestio
da vaca, em particular no inicio da lactagiio (DELAQUIS e BLOCK, 1995b). As proteinas
podem, também, tamponar o sangue e o rumen através do amoniaco, embora estes efeitos
sejam menos pronunciados (FAVERDIN ef al., 2003). Este papel das proteinas na regulagio
do pH pode explicar, parcialmente, o facto de nalguns estudos se ter observado uma menor
resposta em termos de ingestdo a adiglio de proteina a dietas com substincias tampéo

(Rico-GOMEZ e FAVERDIN, 2001).

O menor ou nulo crescimento de algumas bactérias em condigdes de pH baixo
pode, também, advir do efeito toxico dos AGV (WOLIN, 1969; WALLACE et al., 1989;
DUKSTRA et al., 1998). Tradicionalmente, o efeito antimicrobiano dos AGV tem sido
explicado pela diminui¢do do pH e pela inibigio metabélica provocada pelas moléculas
indissociadas dos 4acidos (JAY, 1992 citado por RUSSELL e WILSON, 1996), mas a proposta
da teoria quimiosmoética nos anos sessenta (MITCHELL, 1961) e a demonstragdo de que as
bactérias possuem gradientes de pH e eléctricos através das suas membranas celulares
permitiram fornecer uma explicagfo mais mecanistica do efeito antimicrobiano dos AGV
com base no desacoplamento. Esta teoria considera que classes de é4cidos sintéticos sdo
capazes de tornar as células desacopladas ao transportar protSes através da membrana,
libertando-os no interior das células e dirigindo o anifio associado com a membrana para a
superficie externa que, de seguida, é protonado, continuando o ciclo até a forga motivada

por protdes ser dissipada (FIGURA 2.8; RUSSELL e WILSON, 1996).

Esta teoria apresenta, contudo, algumas lacunas. Com efeito, os aniGes dos AGV
sdo substincias hidrofilicas que possivelmente ndo ultrapassam a membrana, ao contrario
dos anides sintéticos que sio lipofilicos (FIGURA 2.9) e as substédncias sintéticas sdo toxicas

para todas as bactérias, ao passo que estas tém sensibilidade variada aos AGV (RUSSELL,
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EXTERIOR INTERIOR

FIGURA 2.8 — Representagdo esquematica de um desacoplador (XCOOH) e a sua capacidade de translocagdo
de protdes através da membrana celular da bactéria.
ADAPTADO DE RUSSELL ¢ WILSON (1996).

EXTERIOR INTERIOR
XCOO XCOO
H H'
XCOOH XCOOH
H'

FIGURA 2.9 — Efeito do gradiente de pH através da membrana celular (ApH) na acumulagio intracelular de
anides de acidos gordos volateis (XCOO).
ADAPTADO DE RUSSELL e WILSON (1996).

1992). Sublinhe-se, porém, que as bactérias resistentes ao pH acido desenvolveram as
capacidades de diminuir o seu pH intracelular, de manter um pequeno gradiente de pH
através da membrana e de evitar a acumulagdio intracelular de anides de AGV e que as
bactérias celuloliticas sdo incapazes de crescer a pH intracelular baixo, levando o aumento

do gradiente de pH a toxicidade por anides (RUSSELL e WILSON, 1996).
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2.5.2. Efeito “hidrato de carbono”

Na secgiio anterior ficou claro que a menor digestibilidade da fibra associada a
dietas ricas em hidratos de carbono rapidamente fermentiveis pode explicar-se pela
diminuicio do pH do fluido ruminal, isto &, pelo efeito “pH”, mas depende, também, do
efeito “hidrato de carbono” (MoULD e @RSKOvV, 1983/84). Isto porque quando se
adicionam 4 dieta substincias tamp#o, que aliviam a descida do pH do rimen, a digestdo
da fibra pode continuar a ser deprimida pela fermentagdo dos NSC (MouLD et al.,
1983/1984b; WESTON, 1988). Com efeito, varios autores (CHASE e HIBBERD, 1987,
HIGHFILL et al., 1987; ZORRILLA-RIOS et al., 1989; PORDOMINGO et al., 1991; FONSECA et
al., 2001; GOMES, 2001) observaram, em dietas a base de alimentos fibrosos
suplementadas com NSC, redu¢Bes na digestibilidade da fibra ndo atribuidas ao efeito
“pH”, mas sim a possiveis interacges negativas entre alimentos explicadas pelo efeito

“hidrato de carbono™.

O efeito “hidrato de carbono” esta relacionado com os diferentes substratos
energéticos, com as espécies microbianas que os utilizam e com as interacgOes entre estes
microrganismos e as bactérias celuloliticas (CHAMBERLAIN ¢ CHOUNG, 1995). Obviamente,
se o efeito “hidrato de carbono” nfio é facil de definir, é, ainda, mais dificil de medir.
Todavia, STROBEL e¢ RUSSELL (1986) consideram que o pH tem um efeito superior no

padrdo de fermentagfio do que o tipo de hidrato de carbono.

O efeito da fermentagdo dos hidratos de carbono rapidamente fermentiveis na
digestdo da fibra no rumen depende, assim, da taxa de fermentaggo do hidrato de carbono,
da taxa de fermentagio dos outros componentes da dieta, da capacidade tamp&o do rimen,
do nivel de suplementagdio e da maior competi¢do por nutrientes essenciais promovida
pelos NSC entre os microrganismos fibroliticos e os responsaveis pela fermentagéo dos
NSC (MULHOLLAND et al., 1976; MOULD et al., 1983/1984a; VAN SOEST, 1994,
CHAMBERLAIN ¢ CHOUNG, 1995). Como os microrganismos fibroliticos sdo menos
competitivos tém maior dificuldade em se reproduzir a taxas suficientemente elevadas para
se manterem no rimen, pelo que o seu nimero tende a diminuir e, consequentemente, a
degrada¢do da fibra é reduzida (MOULD et al., 1983/1984a; VAN SOEST, 1994).
Curiosamente, ha mais de 30 anos EL-SHAZLY et al. (1961) propuseram que a digestéio da
celulose sera deprimida por um inibidor produzido pelos microrganismos amiloliticos € por
uma dominincia da microflora que fermenta o amido na populagdo ruminal, referindo

CHALUPA (1968) que a competi¢do pelo N entre os grupos de bactérias celuloliticas e
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amiloliticas é o principal factor envolvido na inibigéo da digestdo da celulose por amido,

parecendo que a ureia constitui a melhor fonte de N para aliviar esta inibig&o!

A fonte glucidica da dieta, por poder diminuir a actividade celulolitica, pode,
também, afectar a degradagfio da fracgfio azotada da dieta. GUEDES (2001) estudou o efeito
da fonte de hidratos de carbono, na dieta, na degradagdo in sacco da proteina de fontes
proteicas de origem vegetal (n = 15) e de origem animal (n = 5). Nesse estudo, os animais
foram alimentados com uma dieta controlo constituida por feno de prado natural
suplementado com bagago de soja (83/15, na MS) substituindo parte do feno por 36, 34 ¢
40% de polpa de beterraba, de milho ou de trigo na MS da dieta, respectivamente. A polpa
de beterraba teve um efeito positivo na degradagio in sacco da proteina, em particular das
fontes proteicas com niveis elevados de N soluvel ou insolivel, mas ndo ligado a fibra. A
variagdo diurna do pH e os niveis de amoniaco no ramen nesta dieta sugeriram a existéncia
de maior sincronismo entre a libertagdo de energia e de N no rimen e, provavelmente,
maijor crescimento microbiano. Pelo contrario, a suplementa¢dio com trigo ou milho,
diminuiu a degradagdio da proteina, sobretudo das fontes proteicas de origem vegetal. Este
efeito foi mais evidente com o trigo e pode ter sido devido & reducdo da populagio
microbiana no rmen e/ou a sua actividade proteolitica por esgotamento progressivo da
fonte glucidica mais rapidamente fermentével (amido) apés uma intensa actividade
proteolitica nas primeiras horas apos a ingestdo das dietas com cereais. Os resultados deste
estudo mostram, claramente, o efeito da fonte de hidratos de carbono na degradago in
sacco da proteina, dependendo a natureza e a extensdo deste efeito, quer da fonte de

hidratos de carbono, quer da fonte de proteina.

2.6. EFEITO DAS NECESSIDADES DE MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS NA SINTESE DE

PROTEINA MICROBIANA

Os microrganismos do rimen, 4 semelhan¢a de qualquer biota, t€m, também,
necessidades em nutrientes para se manterem vivos. HESPELL € BRYANT (1979) definiram
as necessidades de manuten¢io dos microrganismos como o desvio aparente ou real da
energia e/ou do carbono do substrato limitante ao crescimento para processos que néo
resultam em aumento da massa celular. As necessidades de manutencgdo, segundo estes
autores, contém varios componentes: (1) energia para a motilidade; (2) energia e nutrientes

para a renovago dos constituintes celulares; (3) energia e nutrientes para a producio de
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proteinas extracelulares, de polimeros de hidratos de carbono, etc; (4) energia necesséria
para o transporte activo; (5) eficiéncia da fosforilagsio; (6) desacoplamento energético
(energetic uncoupling); (7) lise e sintese de novo de células; e (8) factores desconhecidos;
variando, em magnitude, cada componente em fungdo do tipo de microrganismo € das

condi¢des ambientais de crescimento.

HESPELL e BRYANT (1979) referem, ainda, que os custos com a motilidade, a
renovacgio, a forma¢do de polimeros extracelulares € o transporte nédo contribuem,
provavelmente, com mais de 15% para a diminuigéio dos valores tedricos de Yarp (g MS
células microbianas formadas mole” ATP gasto) ou para o total de ATP necessério para a
formac@o das células. Com efeito, os valores tedricos de Y arp corrigidos para os custos
energéticos com o transporte foram ca 13 a 20% inferiores aos valores ndo corrigidos
(STOUTHAMER, 1973; QUADRO 2.11). A eficiéncia de fosforilagdo diz respeito ao grau
relativo com que o ATP é formado per se a partir de reacgdes que geram ATP ou de
processos associados, quer ao substrato, quer a fosforilagdo oxidativa, e o desacoplamento
energético esta relacionado com o grau relativo com que o ATP ou outros compostos
energéticos produzidos por actividades catabdlicas s@io utilizados pelas actividades
anabdlicas da célula (SENEZ, 1962). A explicagfo, mais simples, da ocorréncia, na maioria
das bactérias, do desacoplamento energético reside no facto do seu potencial para produzir
energia a partir de processos catabdlicos exceder grandemente o seu potencial para utilizar
essa energia para fins biossintéticos (HESPELL e BRYANT, 1979). O desvio energético pode
ser causado por ciclos futeis de potassio, amonia ou protdes através da membrana celular

(RUSSELL e COOK, 1995).

QUADRO 2.11 — Influéncia das necessidades energéticas com o transporte ¢ do meio de crescimento na

produgio de matéria seca de células microbianas por mole de ATP consumido (Yatp)).

Meio de crescimento Yare Yarp corrigido para os custos energéticos  Diminuig8o na Y atp, %
com o transporte
Complexo 39,1 31,9 18,4
Glicose/sais inorganicos
Basal 33,9 28,8 15,0
+ Aminoacidos 35,6 28,6 19,7
+ Bases de 4cidos nucleicos 37,1 32,1 13,5
+ Aminoacidos e bases 39,2 31,9 18,6
- Glicose, + lactato 18,5 13,4 27,6 (53,5)
- Glicose, -+ acetato 14,5 10,0 31,0 (65,3)

TAssume que o transporte de uma mole de aminoécidos, de K*, de NH,", de HPO,”, de lactato ou de acetato
requer no minimo 1,0, 0,5, 0,5, 1,0, 1,0 ou 1,0 mole de ATP, respectivamente.

“Percentagem de diminuigio comparado com o valor de Y 41p da glicose (28,8).

ADAPTADO DE STOUTHAMER (1973).
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E evidente que, para se obter a maxima produgdio de células microbianas por
unidade de nutrientes fornecidos, a taxa de produgdo de ATP pelas reacgdes de
fermentagdo deve igualar, a todo o momento, a taxa de utilizagdo pelas reacgOes
biossintéticas, isto ¢, o desacoplamento energético deve ser minimizado. Um dos factores
principais que pode, facilmente, regular o potencial biossintético geral das células € a
natureza das fontes azotadas utilizadas para o crescimento, se o seu fornecimento for
adequado. Concentragdes baixas de amoniaco no rimen podem produzir desacoplamento
energético, nomeadamente por reduzirem a taxa de crescimento dos microrganismos
(ISAACSON et al., 1975; HESPELL e BRYANT, 1979). Por outro lado, niveis elevados de
amoniaco por formarem bicarbonato de amonia e, consequentemente, aumentarem o pH do

rimen, podem permitir um melhor crescimento microbiano (HESPELL € BRYANT, 1979).

PIRT (1965) sugeriu a seguinte equagdo para determinagdo das necessidades de
manutencdo de bactérias em cultura continua: 1/Y = My/u+1/Y,, onde Y representa a
produgiio celular, p a taxa de crescimento especifico (MS sintetizada g' células
microbianas secas h™"), Y, o crescimento microbiano maximo corrigido para a manutengio
e M, o coeficiente de manutengo. Dada a variagdo na producdo de ATP por mole de
substrato fermentado, VRIES et al. (1970) propuseram que a produgio de ATP poderia ser
determinada pela analise dos produtos de fermentagsio € STOUTHAMER ¢ BETTENHAUSSEN

(1973) modificaram a equag8o por forma a incluir a taxa de diluiggo.

ISAACSON ef al. (1975) estimaram as necessidades de manutengdo de culturas
mistas de bactérias ruminais em 0,26 mmol glicose g'l MS bacteriana e h'. Contudo, a
ordem de grandeza dos valores pode variar, consideravelmente, com a espécie bacteriana
em causa (HESPELL e BRYANT, 1979; RUSSELL ¢ BALDWIN, 1979; JOUANY, 1994), bem
como com as condi¢des quimicas no rimen, nomeadamente de pH e de osmolalidade
(HESPELL € BRYANT, 1979; RUSSELL ¢ DOMBROWSKI, 1980; SHI ¢ WEIMER, 1992; VAN
SOEST, 1994). As bactérias anaerObias estritas, quando comparadas com as anaerobias
facultativas, tendem a ter necessidades de manutengfio menores (JOUANY, 1994). VAN
SOEST (1994) refere, por exemplo, que os custos de manutengdo do Streptococcus bovis ¢

seis vezes superior aos do Fibrobacter succinogenes.

J4 o pH baixo parece desviar a energia para fungdes microbianas que ndo o
crescimento (FIGURA 2.10), sendo a energia libertada sob a forma de calor. Isto acontece
porque 4 medida que o pH extracelular diminui, a quantidade de energia necessaria para

expelir protdes do interior da célula aumenta. Mas, note-se que quando o amido ou
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T

d Hidratos de carbono utilizados 4 ATP por hidrato de carbono
/ i \
| Proteina bacteriana 1 desvio energético

FIGURA 2.10 — Representagéio esquematica dos efeitos metabolicos potenciais que levam & reduggo da sintese
de proteina bacteriana no rimen em condi¢des de pH baixo.
ADAPTADO DE STROBEL ¢ RUSSELL (1986).

sacarose sdo utilizados como substratos as perdas de energia por desvio energético sdo
insignificantes (STROBEL ¢ RUSSELL, 1986), sendo de esperar valores superiores de desvio
energético em situagdes em que predominem, no rdmen, microrganismos utilizadores de
celobiose, de xilanas e de pectinas, podendo as diferencas no desvio energético reflectir a
tolerdncia ao pH das bactérias que fermentam os varios hidratos de carbono (RUSSELL e

DOMBROWSKI, 1980).

Por outro lado, quanto mais tempo um microrganismo permanecer no ramen,
maiores serdo as suas necessidades de manutengfio (ISAACSON et al., 1975; RUSSELL e
HESPELL, 1981; PRESTON e LENG, 1984) ¢ quanto menor for a taxa de crescimento dos
microrganismos maior serd a propor¢do de substrato utilizado para manter as células
microbianas vivas, o que resultard em menor producgo de biomassa microbiana (HESPELL ¢
BRYANT, 1979; RUSSELL ¢ HESPELL, 1981). Assim sendo, na procura da maxima eficiéncia
animal, devemos contrabalancar a digestibilidade total e a produglio bacteriana para

fornecer a maxima quantidade de nutrientes essenciais por unidade de tempo.

Conquanto as necessidades de manutengfio dos microrganismos do rimen sejam,
geralmente, determinadas em condigdes de crescimento em que os hidratos de carbono séo
limitantes, existe evidéncia experimental de que as necessidades de manutengéio sdo muito
superiores quando o crescimento bacteriano ¢ limitado por outros nutrientes que ndo
hidratos de carbono (NEIISSEL ¢ TEMPEST, 1976), mormente em situagdes de défice em

aminoacidos (VAN KESSEL € RUSSELL, 1996). Constatagio que vai ao encontro do facto do
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potencial dos micrébios para produzir energia a partir de processos catabdlicos exceder o
seu potencial para usar essa energia com fins biossintéticos, quando a disponibilidade de

outros substratos que nfio os hidratos de carbono ¢ limitada (HESPELL e BRYANT, 1979).

Concluindo, a partigio do substrato disponivel entre as necessidades de crescimento
e de nio crescimento influencia a eficiéncia de sintese de proteina microbiana, decorrendo
daqui que as estratégias de alimentagdio da vaca leiteira devem permitir reduzir as
necessidades de manutenco dos microrganismos do rimen, por forma a que a eficiéncia
de sintese de proteina microbiana e, consequentemente, a contribui¢do dos aminoacidos
microbianos para a cobertura das necessidades em aminodcidos do animal sejam

maximizadas.

2.7. CONCLUSAO

Neste CAP{TULO, ap6s termos abordado, de forma resumida, os principais
pressupostos dos sistemas de formulagéio de regimes alimentares para animais ruminantes
mais vulgarmente utilizados (INRA, 1988; AFRC, 1993; NRC, 2001), tratdmos e
discutimos factores relacionados com a variagdo da disponibilidade de nutrientes azotados
e energéticos passiveis de influenciar a fungdo ruminal e, consequentemente, a resposta
produtiva dos animais e que ou nfo sdo considerados por estes sistemas ou s30-no, apenas,

parcialmente.

A bibliografia consultada mostra que nenhum microrganismo especifico ocupa o
nicho de fermentador proteico no ramen, o que representa um aspecto muito interessante
da ecologia ruminal. Apesar do amoniaco representar a Unica fonte de N para alguns
microrganismos, a concentragdo, no rimen, de N amoniacal que permite o maximo
crescimento microbiano ndo estd, ainda, caso a caso, definida e, provavelmente, esta
concentragio pode ser diferente da requerida para a 6ptima digestdo e ingestdo dos
alimentos. Outro aspecto importante reside no facto de os efeitos do tipo de nutrientes
azotados na sintese de proteina microbiana dependerem do tipo de substrato energético
presente, uma vez que o crescimento das bactérias amiloliticas parece ser estimulado pela
presenca de aminoacidos e/ou péptidos, enquanto as bactérias fibroliticas podem néo
necessitar destes substratos para o maximo crescimento, apesar da resposta a adigdo de
aminodcidos e de péptidos poder ser positiva devido & cobertura das suas necessidades em

acidos gordos de cadeia ramificada. Daqui decorre que, na formulagdo de regimes
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alimentares, é fundamental ter presente que o crescimento microbiano varia com a fonte de
N fornecido, devendo considerar-se a forma preferencial de N da populagdo microbiana
presente, num dado momento, no rimen, ndo esquecendo que esta depende do tipo de

substrato energético.

A reciclagem de N para o rimen, ao permitir colmatar parcialmente o défice em N
degradavel, pode ser extremamente importante em animais alimentados com dietas de
baixo teor em N. J4 com dietas com um teor em N suficiente para satisfazer as
necessidades dos microrganismos do rimen e do animal hospedeiro, a reciclagem de N
para o rimen pode, também, ser benéfica na medida em que permite aumentar a
sincronizagiio das disponibilidades de N e de energia em periodos do dia em que o N
disponivel para os microrganismos ¢ limitante ao seu crescimento. Assim sendo, a
quantificagio da reciclagem de N para o rumen ¢ a sua consideragdo aquando da
formulagfio de regimes alimentares podera contribuir para uma economia do N da dieta e

para uma maior eficiéncia de utilizagéo dos nutrientes.

A reciclagem intra-ruminal de N, por diminuir o fluxo de proteina microbiana para
o duodeno, deve ser contrariada. Apesar de existirem varios factores passiveis de
influenciar a reciclagem intra-ruminal de N, a solu¢io mais atractiva, de um ponto de vista
pratico, consiste na modificagfo das taxas de dilui¢dio ruminais pela redugdo do tamanho

de particula e, eventualmente, pela adigdo de sais.

O aumento da MO fermentdvel aumenta, em geral, a actividade proteolitica no
rimen, sendo, no entanto, importante considerar a natureza do substrato energético. Isto
porque, além dos produtos finais da digestdo poderem ser diferentes e, consequentemente,
poderem influenciar a resposta produtiva, os diferentes tipos de hidratos de carbono tém
efeitos distintos na fermenta¢do. A diminui¢do do pH do rimen em resultado da maior
inclusdio de fontes de agucares e de amido rapidamente fermentavel na dieta pode acarretar
uma diminui¢do da digestibilidade da fibra e diminuir a actividade proteolitica, que pode,
contudo, ser parcialmente compensada pela proliferagio de bactérias amiloliticas, mais
tolerantes a condigdes de pH baixo. Mas, esta menor digestibilidade da fibra pode, além do
efeito “pH”, ser devida ao efeito “hidrato de carbono”, que estd relacionado com os
diferentes substratos energéticos, com as espécies microbianas que os utilizam e com as
interacgdes entre estes microrganismos e as bactérias celuloliticas. A natureza do substrato
energético afecta, também, a degradagdio proteica no rumen, dependendo a natureza ¢ a

extensdio deste efeito, quer da fonte de hidrato de carbono, quer da fonte de proteina.
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Aspecto que reforca a necessidade de se considerarem as interacgdes entre 0s substratos

azotados e os substratos energéticos veiculados por uma determinada dieta.

Finalmente, a partigiio do substrato disponivel entre as necessidades de crescimento
e de manuten¢io dos microrganismos do rumen influencia a eficiéncia de sintese de
proteina microbiana. Assim, as estratégias de alimentagdo da vaca leiteira devem permitir
reduzir as necessidades de manutencgfio dos microrganismos, por forma a que a eficiéncia
de sintese de proteina microbiana e, consequentemente, a contribuigdo dos aminoacidos
microbianos para a cobertura das necessidades em aminodcidos do animal sejam

maximizadas.
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“Synchronizing the availability of energy and nitrogen in
the rumen is seen as offering considerable potential to enhance
the output of microbial protein from the rumen in certain dietary
circumstances, many of which are not uncommon in practice.”

(CHAMBERLAIN e CHOUNG, 1995).

CAPITULO 3

Sincronismo entre as Disponibilidades de
Azoto e de Energia no Rumen

3.1. INTRODUCAO

Embora seja lugar comum afirmar-se que os microrganismos do rimen necessitam
de N e de energia para o seu crescimento, ndo basta, porém, incluir, na dieta, fontes
indiferenciadas daqueles elementos. Assim, na alimentagiio da vaca leiteira tem de se
reconhecer a importincia de balancear o fornecimento de N (RDP) com o de energia

(FME) e de considerar o sincronismo entre as disponibilidades de ambos.

O eventual assincronismo entre as taxas a que a energia e o N se tornam disponiveis
conduz, quer a reduzida eficiéncia de captura de N pelos microrganismos, quer a
ineficiente utilizagio do ATP produzido para o crescimento microbiano (CHAMBERLAIN e
CHOUNG, 1995). Com efeito, em dietas assincronas, os picos de disponibilidade de N
(sobretudo amoniaco), porque estdo desfasados dos picos de energia disponivel levam a
uma consideravel absor¢io de amoniaco no rimen e a utilizagio dos aminoacidos como
fonte de energia (NOCEK e RUSSELL, 1988). Por outro lado, quando a fermentagéo dos
hidratos de carbono atinge o pico, o fornecimento ruminal de N, por ser marcadamente
insuficiente, nfo permite a sintese de proteina microbiana, fazendo com que a fermentagéo
ocorra largamente sem o crescimento de células microbianas (CHAMBERLAIN ¢ CHOUNG,
1995).

Conceptualmente, ¢ possivel alterar o sincronismo entre as disponibilidades de N e
de energia no ramen, quer pela alteragio dos ingredientes da dieta, quer pela alteragdo dos

padrdes de alimentagfo. A sincronizagdo permitird, pelo menos em termos teéricos,
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maximizar a eficiéncia de utilizagfio dos nutrientes da dieta com o consequente aumento do
fluxo de proteina microbiana para o duodeno e diminuir, assim, as necessidades de
fornecimento de DUP. Neste CAPITULO passamos em revista os efeitos do sincronismo
(entre as disponibilidades de N e de energia no rimen) alcangado pela alteragdo dos
ingredientes da dieta e pela alteragio dos padrdes de alimentagdo, na fungdo ruminal e na

resposta produtiva de vacas leiteiras.

3.2. Alteracio dos ingredientes

A sincronizag8o das disponibilidades de N e de energia no rimen pode ser realizada
alterando a fonte de energia, a fonte de N ou ambas. Note-se que a simples alteragdo da
relagdo forragem/concentrado pode, também, ser considerada como uma forma de
alteragdo do sincronismo. No entanto, esta aproximagdo depende de varios factores, como
o nivel de ingestdo da forragem e a sua taxa de fermentagio, a composigio do alimento
concentrado e o seu efeito na digestibilidade da forragem, que complicam a interpretagéo
dos resultados (HAGEMEISTER et al., 1981; RODE et al., 1985; SNIFFEN e ROBINSON, 1987,
MCALLAN et al., 1988; YANG et al., 2001). De facto, o efeito observado pode estar mais
relacionado com a quantidade e a taxa de fermentagio da MO no ramen do que,
especificamente, com a relagdo forragem/concentrado (CLARK ef al., 1992). Além disso, os
escassos estudos, com vacas leiteiras, sobre a influéncia da relagéo forragem/concentrado,
no fluxo de N para o duodeno, ndo conseguiram estabelecer uma relagéio Optima, o que
sugere que a alteragdo dessa relagfo, no intervalo necessario para maximizar a producdo de
leite, ndo afecta significativamente a passagem de aminoé4cidos para o duodeno (RODE et
al., 1985; RODE e SATTER, 1988; KLUSMEYER et al., 1991). Isto porque, quer a composi¢ao
das forragens, quer a dos alimentos concentrados, podem contribuir para optimizar a
fermentacfio no rimen e a passagem de compostos azotados para o duodeno, podendo a
simples alteragdo da relagdo forragem/concentrado modificar os efeitos pretendidos —
maximizagio da fermentacdo no rimen e passagem de aminoécidos e de outros nutrientes

para o duodeno (CLARK et al., 1992).

3.2.1. Fontes de amido de diferente degradabilidade

A maior parte dos estudos sobre os efeitos da alteragéio da fonte energética da dieta

no sincronismo entre as disponibilidades de N e de energia no rimen tém-se baseado na
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utilizagio de fontes de amido de diferente degradabilidade. Com efeito, o objectivo
principal da substituicio de fontes de amido por fontes de fibra degradavel tem sido o de
avaliar o potencial destas na atenuagdio dos possiveis efeitos adversos daquelas (em
particular quando rapidamente fermentaveis) na fun¢éio ruminal e, consequentemente, na
utilizacfio produtiva dos nutrientes da dieta (FORSTER ef al., 1993; GALLOWAY et al., 1993;
GRIGSBY et al., 1993; O’MARA et al., 1997; LEIVA et al., 2000; IPHARRAGUERRA et al.,
2002; HrRisTOV e ROPP, 2003).

No ambito dos efeitos do amido, os estudos mais recentes, sobretudo de autores
americanos, tém-se centrado na comparacgio: (1) de grios de diferentes espécies (mais
frequentemente milho e cevada — alimentos bastante disponiveis e com taxas de
degradagio muito diferentes; NOCEK e TAMMINGA, 1991); (2) de gréios de diferentes
variedades da mesma espécie; e, ainda, (3) de diferentes processamentos. Ndo existem,
contudo, muitos estudos que se tenham debrucado, sobre os efeitos na fungéio ruminal e na

produtividade, em simultineo.

No QUADRO 3.1 apresentam-se os resultados obtidos por vérios autores sobre os
efeitos da alteragdo da fonte de amido no pH, nas concentragées de AGV e de N amoniacal
no rumen, na digestdo ruminal, pés-ruminal e total do amido, no N ingerido, nos fluxos de
N (total, nio amoniacal, nio microbiano e microbiano) para o duodeno e na eficiéncia de

sintese de proteina microbiana.

A analise comparativa dos estudos sumariados permite avangar com algumas
relagdes gerais. Assim, o pH do fluido ruminal ndo é, em geral, afectado pela
degradabilidade do amido (PLASCENCIA e ZINN, 1996; YANG et al., 1997; CROCKER et al.,
1998; KNOWLTON ef al., 1998; BEAUCHEMIN et él., 1999; GARCIA et al., 2000; KHORASANI
et al., 2001), podendo as diferencas de pH observadas, entre estudos, ser devidas a
variedade do cereal, a extensdio de processamento do grio ¢ ao tipo de forragem. Este
ultimo aspecto esta bem patente no estudo de KUNG et al. (1992) que verificaram que o pH
do ramen ndo foi afectado pelo tipo de cereal, mas diminuiu significativamente com a

substitui¢do do feno de luzerna por silagem de milho.

Nalguns estudos (GALLOWAY et al., 1993; Boss e BOWMAN, 1996; YANG et al.,
1997, SURBER ¢ BOWMAN, 1998; KHORASANI et al., 2001), a menor degradabilidade do
amido reflectiu-se na menor produgfio de AGV. O efeito na concentragdo de N amoniacal é

de dificil interpretagfo, pois, se por um lado, a rapida degradagio do amido pode permitir
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uma elevada utilizagio do amoniaco do rimen, por outro, se a proteina dos cereais for,
também, de elevada degradabilidade, a utilizagdo mais rapida do amido pode resultar,
inicialmente, numa melhor utilizagio do N, mas, depois, o eventual défice em energia
fermentavel, pode resultar numa acumulagio de N amoniacal (Boss e BOwMAN, 1996;

YANG et al., 1997; CROCKER et al., 1998; BEAUCHEMIN et al., 1999; GARCIiA et al., 2000).

A alteragdio da fonte de amido pode influenciar, também, o local e os produtos
finais da digestdio absorvidos pelo animal. Nomeadamente, a digestéo ruminal do amido é,
em geral, superior em dietas com cevada do que com milho (OVERTON et al., 1995;
SURBER ¢ BOWMAN, 1998), sendo a digestio pds-ruminal superior quando o milho € usado
como fonte de amido (OVERTON et al., 1995). A utilizagio de fontes de amido mais
degradaveis, ao diminuir, provavelmente, a digestibilidade da fibra (CAPITULO 2), pode
contrariar os efeitos benéficos da maior digestibilidade do amido, resultando numa similar

quantidade de MO fermentada no ramen (BEAUCHEMIN et al., 1999).

Apesar das varias fracgdes de N que deixam o rimen para 0 duodeno poderem ser
afectadas pela degradabilidade do amido, o fluxo total de N para o duodeno ¢ a eficiéncia
de sintese de proteina microbiana ndo sdo, geralmente, afectados. Isto porque a quantidade
de N niio amoniacal que passa para o duodeno pode ser similar, pois o fluxo de N proteico
para o duodeno aumenta com as fontes de amido menos degradavel (e.g., milho) devido a
menor degradabilidade da PB do cereal no rimen (ZINN, 1990; GALLOWAY et al., 1993;
OVERTON et al., 1995; Boss e BOWMAN, 1996) e porque as fontes de amido mais
degradével (e.g., cevada) aumentam o fluxo de N microbiano para o duodeno, devido a
maior digestibilidade da MO no ramen (ZINN, 1990; GALLOWAY et al., 1993; Boss ¢

BOWMAN, 1996; PLASCENCIA € ZINN, 1996; YANG et al., 1997).

O processamento fisico do griio de cereal aumenta a taxa de digestéo do amido no
ramen através da rotura das camadas concéntricas de amilose e de amilopectina o que
favorece o acesso das enzimas dos microrganismos (THEURER, 1986; KNOWLTON et al.,
1998; THEURER et al., 1999). A aplicagdo de calor, de humidade e de pressdo aumenta a
susceptibilidade do amido & digestdo basicamente através da rotura da matriz proteica dos
granulos de amido e da gelatinizaggo do préprio amido, que rompe a estrutura cristalina
(POTTER et al., 1971; ROONEY € PFLUGDFELDER, 1986; KOTARSKI ef al., 1992). O maior
grau de processamento dos grdos de cereais promove maior digestfio ruminal, pés-ruminal
e total do amido (GALLOWAY et al., 1993; CHEN et al., 1994; OLIVEIRA et al., 1995;

PLASCENCIA e ZINN, 1996; CROCKER et al., 1998; KNOWLTON et al., 1998), aumentando a
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conversdo, no rimen, da proteina do alimento em proteina microbiana (GALLOWAY et al.,

1993; PLASCENCIA e ZINN, 1996).

Os resultados analisados sugerem que a quantidade de energia capturada pelos
microrganismos ¢ essencial & quantidade de proteina microbiana sintetizada no rimen e
que quando aumenta a MO fermentada no rimen mais proteina microbiana e menos N
proteico e nfio microbiano passam para o duodeno. De facto, alguma evidéncia
experimental sugere que a energia disponivel no ramen ¢ o factor mais limitante a
utilizagio do N neste compartimento (HERRERA-SALDANA et al., 1990; SHABI ef al., 1998;
OBA e ALLEN, 2003). Contudo, apesar de, teoricamente, o fornecimento de uma fonte de
hidratos de carbono rapidamente degradavel, como a cevada, aumentar a sintese de
proteina microbiana no rumen, na realidade os beneficios podem ser minimos. Com efeito,
CLARK et al. (1992) obtiveram uma relagio quadratica entre a MO verdadeiramente
digerida no rimen e a eficiéncia microbiana, sugerindo que outros factores afectam a
sintese de proteina microbiana. OBA e ALLEN (2003) verificaram, também, que a sintese
microbiana nfio dependeu do teor em amido da dieta, mas sim das taxas de passagem da
MO e do amido. Estes autores verificaram que a eficiéncia microbiana se correlacionou
negativamente com a taxa de digestdo do amido, o que ¢ consistente com a teoria de

“desvio energético” (CAPITULO 2).

Dos estudos constantes no QUADRO 3.1 que utilizaram vacas leiteiras e mediram a
sua resposta produtiva, alguns verificaram efeito positivo e significativo do aumento da
fermentabilidade do amido na ingestdo de MS e na produgdo de leite (CHEN ef al., 1994;
PLASCENCIA e ZINN, 1996; BEAUCHEMIN et al., 1999), outros verificaram o oposto
(OVERTON et al., 1995), ndo tendo outros observado qualquer efeito (OLIVEIRA et al.,
1995; YANG et al., 1997; CROCKER et al., 1998; KNOWLTON et al., 1998). As respostas
positivas na produgdo de leite foram atribuidas 4 maior ingestdo de MS, a maior ingestdo
de energia (BEAUCHEMIN et al., 1999), ao aumento da digestibilidade do amido e da fibra
de detergente neutro (NDF; CHEN et al., 1994; PLASCENCIA e ZINN, 1996), ao maior fluxo
de proteina para o duodeno ou ao aumento da palatabilidade da dieta (PLASCENCIA € ZINN,
1996). No estudo de KHORASANI et al. (2001), apenas, as vacas primiparas responderam ao
tratamento, tendo a sua produgfio de leite variado de forma quadratica com o aumento de
inclusdo de cevada na dieta. YANG et al. (1997), apesar de terem observado diferencgas na
produgio de AGV, na utilizagio do N amoniacal ¢ no fluxo de N microbiano para o

duodeno, tais diferencas ndo se reflectiram na ingestdo de MS e na produgéio e composigédo
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do leite. Igualmente, a amplitude das diferencas observadas na utilizagéo do N amoniacal e
na digestibilidade do amido, no rimen e total, no estudo de CROCKER et al. (1998) ndo foi
suficiente para se reflectir na ingestdo de MS, na producio e na composi¢do do leite.
Resultados semelhantes foram obtidos por OLIVEIRA et al. (1995) e por KNOWLTON et al.
(1998).

Outros ensaios produtivos (que nfo constam do QUADRO 3.1) que compararam a
cevada com outros fontes de amido fermentavel no rimen observaram menores produgéo
de leite e ingestdio de MS com cevada (BILODEAU et al., 1989; CASPER e SCHINGOETHE,
1989; MCCARTHY et al., 1989; CASPER et al., 1999), enquanto noutros a produgéo de leite
e a ingestdo voluntaria foram similares ou aumentaram com a inclusdo de cevada (DE
PETERS e TAYLOR, 1985; SNIFFEN € ROBINSON, 1987; RODE e SATTER, 1988; HERRERA-
SALDANA e HUBER, 1989; CASPER ef al., 1990; GRINGS et al., 1992a). Esta discrepancia de
respostas pode dever-se & maior ingestdo de MS, & maior passagem de amido e de
aminoacidos para o duodeno nas dietas & base de milho (MCCARTHY ef al., 1989), ao
maior teor em amido das dietas a base de milho, que aumenta a produggo de AGV (CASPER
et al., 1999), 2 maior digestdo ruminal e pos-ruminal do amido nas dietas a base de cevada,
aumentando a producdo de energia, a eficiéncia de conversfio alimentar e a sintese de
proteina microbiana (SURBER ¢ BOWMAN, 1998), ao maior teor em fibra das dietas com
cevada (MCCARTHY et al., 1989) e as necessidades dos animais (KHORASANI et al., 2001).
A quantidade superior de amido digerido no duodeno em dietas a base de milho aumenta a
disponibilidade de glucose para a sintese de lactose e as cadeias carbonadas de alguns
aminoécidos adicionais que passam para o duodeno podem ser utilizadas para a sintese de

glucose (MCCARTHY et al., 1989).

3.2.2. Azoto proteico e azoto ndo proteico

A alteraciio da fonte azotada da dieta constitui, também, uma forma de manipular as
disponibilidades de N e de energia no rimen. Neste contexto, a substitui¢do de proteina
verdadeira por N nfio proteico, apesar de poder ser considerada alteragfio do sincronismo,
tem sido realizada, tirando vantagem das particularidades digestivas do ruminante,
sobretudo com o objectivo de diminuir os custos da alimentagdo e de ultrapassar o
problema da escassez de fontes proteicas. Assim, os estudos que utilizaram esta estratégia

visaram, principalmente, avaliar as possiveis perdas na eficiéncia de produgéo com esta
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substitui¢do e ndo o efeito no sincronismo entre as disponibilidades de N e de energia no
ramen. Sendo o objectivo maximizar a eficiéncia de sintese de proteina microbiana a partir
de fontes de N ndio proteico, mais baratas, é essencial garantir, na dieta, uma fonte de
energia rapidamente fermentavel que permita o uso, pelos microrganismos, do amoniaco
rapidamente libertado (e.g., STERN et al., 1978; MACGREGOR et al., 1983; JAQUETTE et al.,
1987). Daqui decorre que quando se analisa o efeito da alteragéo da fonte de N na dieta ndo

se pode deixar de considerar a fonte de energia utilizada.

Como ja referido no CAPITULO 2, existe evidéncia substancial, in vitro, que suporta
o principio de que a sintese de proteina microbiana aumenta com o fornecimento de
proteina verdadeira degradavel (aminoacidos e péptidos) a bactérias que crescem em meios
com hidratos de carbono soluveis, mas as respostas in vivo ao fornecimento de proteina
verdadeira degradavel tém sido menos consistentes (ARMENTANO et al., 1993; CHIKUNYA
et al., 1996), muito, provavelmente, devido a diferengas na taxa de fermentacfio dos

hidratos de carbono.

Com efeito, os hidratos de carbono diferem muito em termos de capacidade de
promoverem a utilizagio de fontes de N ndo proteico. A celulose parece ser o hidrato de
carbono menos efectivo na promogio da utilizagdo do amoniaco proveniente da ureia € o
amido o mais efectivo, mesmo mais do que os agicares (HELMER ¢ BARTLEY, 1971). O
facto da celulose ndo favorecer a utilizagio efectiva do N da ureia pode ser explicado pela
baixa quantidade de celulose que é hidrolisada, com rapidez suficiente, apds a ingestfio e se
torna disponivel no momento em que as bactérias necessitam de energia para capturar o N

da ureia rapidamente libertado (REID, 1953; COLOVOS et al., 1967).

Os aglicares tém sido mais avaliados pelo seu efeito positivo na palatabilidade das
dietas com ureia do que pelo seu efeito na utilizagdo do N desta fonte (HELMER e
BARTLEY, 1971). Aspecto que, no entanto, ndo foi corroborado por VAN HORN et al.
(1967) que verificaram que a ingestdo de um alimento concentrado com 1,9% de ureia néo
foi melhorada pela adi¢do de 4,7% de melagos. Provavelmente, os agticares dos melagos
deixam o rimen ou sfo degradados de forma excessivamente rapida para serem totalmente
utilizados pelos microrganismos (REID, 1953). Fontes de amido rapidamente fermentavel
diminuem o pH do rdmen, permitindo a manutencio de um maior reservatorio de
amoniaco para a sintese de proteina microbiana, pois, como visto no CAPITULO 2, a parede
do rimen € mais permeavel & forma livre (NH3), existente em condi¢des de pH ruminal

mais elevado. Obviamente que a cozedura do amido, ao torna-lo mais susceptivel a
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degradagio microbiana, permite que este fornega energia a uma taxa mais proxima da
libertagdo de N da ureia, possibilitando que os microrganismos do ramen usem o amoniaco
mais eficientemente (CAPITULO 2), bem como que o risco de toxicidade da ureia

(amoniaco) seja diminuido (BARTLEY e DEYOE, 1981).

3.2.3. Fontes energéticas e azotadas de taxas de degradagdo semelhantes

No QUADRO 3.2 encontram-se sumariados os efeitos do sincronismo entre as
disponibilidades de N e de energia no riimen, alcangado pela alterago das fontes de N ¢ de
energia no alimento concentrado, no pH do rimen, nas concentragdes de AGV totais e de
N amoniacal no ramen, na ingestdo de N, nos fluxos de N para o duodeno, na eficiéncia de
sintese de proteina microbiana, na ingestdo de MS e na produgio de leite. Da analise do
QUADRO 3.2 ressalta que a conjugag8o, na dieta, de fontes de energia e de N com taxas de
degradagio similares — dietas sincronizadas — tem efeitos diferentes nos parametros

considerados.

O pH médio do ramen nio foi, em geral, afectado, tendo a concentragdo de AGV
aumentado, nalguns estudos, com o aumento da energia fermentavel na dieta (MCCARTHY
et al., 1989; STOKES et al., 1991; MANSFIELD e STERN, 1994; SHABI et al., 1998), o que se
reflectiu, nalguns casos, na maior utilizagio da fracclio de N degradavel no rimen
(MCCARTHY et al., 1989; MANSFIELD e STERN, 1994) e no fluxo de N microbiano para o
duodeno (MCCARTHY et al., 1989).

A concentragio de N amoniacal no ramen pode fornecer uma indicagdio da
utilizacdo da fracgdio azotada da dieta. Com efeito, no estudo de CASPER € SCHINGOETHE
(1986), a concentragdo de N amoniacal no rimen indica que a dieta com soro de leite
desidratado aumentou a utilizaciio do N através da estimulagio da sintese de proteina
microbiana, provavelmente, devido a maior quantidade de lactose (rapidamente
fermentavel) representar uma fonte de energia para a sintese proteica. Também
MCCARTHY et al. (1989) observaram um aumento de utilizagdo de N amoniacal com o

aumento do teor em amido das dietas.

No entanto, na interpretagéo dos valores da concentragido de N amoniacal no ramen
deve ter-se em conta que a diminuig¢fio desta pode resultar, quer de uma maior utilizaggo
pelos microrganismos, quer da absor¢do de N amoniacal pelas paredes do 6rgdo, quer de

uma menor degradagio da proteina da dieta neste compartimento. Com efeito, no
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estudo de CASPER e SCHINGOETHE (1989) a menor concentragéo de N amoniacal no ramen,
com dietas com hidratos de carbono mais soluveis e degradaveis (cevada ou soro de leite
desidratado) e ureia, deve ter resultado da absorgéo de amoniaco pela corrente sanguinea e
da sua conversdo em ureia, no figado, pois a concentragio de ureia no soro foi superior nas
vacas alimentadas com cevada e com ureia do que com milho e bagago de soja. Assim,
neste estudo, o fornecimento, na dieta, de fontes de hidratos de carbono mais soluveis e
degradaveis (cevada ou soro de leite desidratado) néio aumentou, como era esperado, a
utilizagiio de uma fonte de N altamente solavel (ureia) para a producdo de leite. As maiores
concentragdes de N amoniacal com bagago de soja do que com ureia, observadas no estudo
de SANNES ef al. (2002) foram surpreendentes e, muito provavelmente, foram devidas ao
facto do teor em PB da dieta com bagago de soja ter sido superior ao previsto (19,6%).
Neste estudo (SANNES et al., 2002), a adi¢do de sacarose, apesar de ter diminuido a
concentragio de N amoniacal no ramen, diminuiu, também, a sintese de proteina
microbiana, nio tendo os autores apresentado qualquer explicagio para esta falta de
consisténcia dos resultados. A depressdo na concentragéio de N amoniacal observada por
CAMERON et al. (1991), quando as dietas foram suplementadas com amido, nfo tera
resultado de maior utilizagio do amoniaco pelas bactérias, porque a passagem de N
microbiano para o duodeno ndio aumentou, podendo ser atribuida a diminuicdo da
produgiio de amoniaco no rimen, devida a menor degradagéo da PB da dieta, como
indicado pelo superior fluxo de N nfio amoniacal e ndo microbiano com o aumento do

amido na dieta.

Nos estudos analisados, os fluxos de N para o duodeno e a eficiéncia de sintese de
proteina microbiana foram, geralmente, afectados, uma vez que as dietas utilizadas
promoveram diferengas significativas na produgdo de AGV no ramen. HERRERA-SALDANA
et al. (1990) demonstraram que dietas sincronizadas para libertagfio rapida de N e de
energia, contendo cevada e bagago de algoddio, promoveram maior produgdo e maior
eficiéncia de sintese de proteina microbiana do que dietas sincronizadas, mas lentamente
fermentaveis, contendo sorgo e dréches de cevada, ou dietas assincronas, com cevada e

dréches de cevada, ou sorgo e bagago de algoddo.

Em termos de resposta produtiva ao sincronismo entre as disponibilidades de N e
de energia no rimen, os resultados ndo s@o consistentes. HERRERA-SALDANA ¢ HUBER
(1989) utilizando as mesmas dietas do ensaio posterior (HERRERA-SALDANA et al., 1990),

mostraram que vacas no inicio da lactagfo, alimentadas com uma dieta sincronizada para

80




SINCRONISMO ENTRE AS DISPONIBILIDADES DE AZOTO E DE ENERGIA NO RUMEN

répida degradacio ruminal de energia e de N, produziram mais leite do que vacas
alimentadas com dieta sincronizada, mas lentamente fermentdvel, ou com dietas
assincronas, provavelmente devido & maior produgdo de proteina microbiana no primeiro
caso. A maior utilizagiio do N de ureia na dieta com soro de leite desidratado, no estudo de
CASPER € SCHINGOETHE (1986), reflectiu-se na ingestdo voluntaria de vacas no inicio da
lactagfio. Ja outros autores (CASPER e SCHINGOETHE, 1989; MCCARTHY et al., 1989;
CASPER et al., 1990; CAMERON et al., 1991; STOKES et al., 1991; ALDRICH et al., 1993;
MANSFIELD € STERN, 1994; PETIT ¢ TREMBLAY, 1995a; CASPER ef al., 1999; MOWREY et
al., 1999; SCHINGOETHE et al., 1999; SANNES et al., 2002) ndo observaram respostas
positivas na producfo de leite ao maior sincronismo entre as disponibilidades de N e de

energia no ramen.

A auséncia de resposta produtiva ao sincronismo entre as disponibilidades de N e
de energia nfio é claramente explicada pelos efeitos na fermentagdo no ramen. Por
exemplo, no estudo de MCCARTHY et al. (1989), embora a digestfio da MO ¢ o fluxo de N
microbiano tivessem sido superiores com a dieta a base de cevada suplementada com
bagago de soja, as dietas a base de milho suportaram maiores producdes de leite. Saliente-
se, contudo, que estas respostas podem ter sido afectadas pela ingestio significativamente
inferior com dietas a base de cevada, o que pode ter mascarado as respostas devidas a fonte
de proteina ¢ de hidratos de carbono. CASPER e SCHINGOETHE (1989) e CASPER ef al.
(1990) referem que a menor produgdo de leite de vacas alimentadas com dietas com cevada
e ureia pode estar relacionada com o facto das taxas de degradacfo da cevada e da ureia
serem incompativeis, afectando a ingestdo de MS. Opinido que vai no sentido oposto a
defendida por BLAUWIEKEL e KINCAID (1986). Perante estes resultados contraditérios,
CASPER et al. (1990) sugeriram que diferencas na solubilidade dos NSC, mas ndo na
degradabilidade, podem resultar em diferentes respostas animais, referindo CASPER et al.
(1999) que os beneficios minimos do sincronismo entre as fontes de NSC e de RDP
observados se deveram ao facto de as vacas utilizadas se encontrarem no meio da lactagio

e, portanto, terem menores necessidades em proteina.

Alguns estudos constantes no QUADRO 3.2 avaliaram os efeitos do sincronismo
entre as disponibilidades de N e de energia no rimen manipulando a relagdo entre a
energia fermentavel e o N degradavel no ramen, com vista a identificar qual a relagdo ideal
entre estes dois factores. STOKES et al. (1991) verificaram que vacas leiteiras alimentadas

com dietas com elevadas concentragbes de NSC e de RDP (38 e 13,7% na MS,
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respectivamente) nfio exibiram elevada eficiéncia de sintese ou de produgio de PB
microbiana, quando comparadas com vacas alimentadas com menores concentragdes
destes componentes, sugerindo que a auséncia de resposta se deveu a diminuicdo drastica
do pH no rimen. Também MABJEESH et al. (1997) sugeriram que quando as dietas contém
uma elevada concentragio de RDP (73% da PB total da dieta), a suplementa¢do com uma
concentragio elevada de NSC degradaveis no rimen ndo tem influéncia positiva na
producio bacteriana ou na eficiéncia de sintese de proteina microbiana, provavelmente
devido 2 diminui¢gio do pH do rimen, provocada pela elevada concentragéio de NSC, ou a
falta de N para a populagio bacteriana, o que pode ocorrer via assincronismo entre a
energia libertada ou pela falta de compostos azotados, que néo N amoniacal. Os resultados
deste estudo sugerem que um fornecimento deficiente de aminoacidos e de péptidos ao
rimen & responsavel pelo menor fluxo de PB bacteriana em ambas as dietas com elevadas
concentragdes de RDP. J4 ALDRICH et al. (1993) observaram maior fluxo de N microbiano
para o duodeno com dieta com elevada disponibilidade ruminal de NSC e de proteina.
SHABI et al. (1998) observaram maior fluxo de N para o duodeno com dietas com mais
MO degradavel e menos PB degradavel no ramen, tendo sido observado o menor fluxo de

N para o duodeno nas vacas alimentadas com menos MO e mais PB degradaveis no rimen.

Note-se, contudo, que os resultados podem ser diferentes em vacas com maiores
niveis de ingestdo e de produgdo de leite, uma vez que a ingestdo de MS pode afectar a
eficiéncia de sintese de proteina microbiana, pela alteragio das taxas de passagem das fases
sélida e liquida, afectando a libertagdo de energia e de N e a sincronia quantitativa entre

eles.

3.2.4. Indices de sincronizagdo

Os trabalhos até agora discutidos mostram que os efeitos do sincronismo, alcangado
por alterag@io dos ingredientes, entre as disponibilidades de N e de energia no ramen tém
efeitos variados no crescimento e na eficiéncia de crescimento microbiano. Contudo, tais
trabalhos podem ter utilizado dietas sincronizadas numa base temporal alargada (dia, por
exemplo), mas desequilibradas em periodos curtos (hora, por exemplo). SINCLARR et al.
(1993 e 1995) utilizaram os dados da degradagdo dos alimentos in sifu para tentar melhorar
a eficiéncia de sintese de proteina microbiana, através da manutencéo de quantidades e de

relagBes apropriadas entre os fornecimentos de hidratos de carbono disponiveis e de N
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numa base horaria. Estes autores calcularam o “indice de sincronizagio” de acordo com a

seguinte equagdo:

1...24

2
25— Z\/(zs — N/MO---hordrios) /24)|/25

onde 25=25gN kg'l MO verdadeiramente digerida no raimen, que se assume ser a relagio
6ptima, e onde um indice de 1 representa uma perfeita sincronia entre os fornecimentos de

N e de energia durante o dia, enquanto valores inferiores a 1 indicam o grau de assincronia.

Utilizando esta aproximagdo, SINCLAIR et al. (1993) efectuaram um estudo em
ovelhas, com o objectivo de examinar os efeitos do sincronismo do fornecimento horério
de energia e de N. Formularam uma dieta sincronizada (dieta A; RDP kg! hidratos de
carbono = 44,6) e outra assincrona (dieta B; RDP kg'1 hidratos de carbono = 57,6) em
relagiio ao fornecimento horario de energia e de N. As dietas continham ingredientes
diferentes, mas teor idéntico em energia metabolizavel (EM; 9,5 MJ kg’ MS) e em RDP
(96 g kg”! MS). Estes autores verificaram que as proporgdes de AGV no riimen foram mais
estiveis com a dieta sincronizada, tendo sido o pH inferior em todos os tempos, apos as
refei¢des com a dieta A. Esta dieta nunca promoveu deficiéncia em amoniaco para o
crescimento microbiano, enquanto a dieta B o provocou durante 20 horas por dia. Estes
resultados sugerem que a dieta sincronizada deu origem a uma populagdo mais estavel de
microrganismos no rimen, resultando em menor variagdo nas proporgdes molares de
AGV. Contrariamente, foi evidente uma maior reciclagem de N com a dieta assincrona. A
concentragdo de hidratos de carbono das bactérias do rimen foi medida para determinar se
os microbios armazenam energia em excesso em relagdo ao fornecimento de N e, deste
modo, para servir como um indice de sincronizagdio. No entanto, o teor de hidratos de
carbono armazenados foi mais influenciado pela forma e pela taxa de degradagdo da
fracgio hidratos de carbono do que pelo grau de sincronismo entre a libertagéo de N e de

energia.

Por outro lado, SINCLAIR et al. (1993) assumiram uma relagdo constante de 6,4 kg
MO verdadeiramente digerida no rdmen kg! RDP como 6ptima para o crescimento
microbiano, mas a relagdo 6ptima pode depender, entre outros, do estado fisiologico do
animal, o que pode modificar as conclusdes retiradas. Com efeito, O’CONNOR et al. (1993),
numa revisio da literatura, mostraram que a eficiéncia microbiana das vacas lactantes e

ndo lactantes era de 4,8 e 6,5 kg MO fermentavel no rimen kg'l PB microbiana,

83




SINCRONISMO ENTRE AS DISPONIBILIDADES DE AZOTO E DE ENERGIA NO RUMEN

respectivamente, tendo ARIELI ef al. (1993) verificado que para vacas no meio da lactagdo,
alimentadas com proporgdes variaveis de RDP, a relagdo foi de 4,5 kg MO efectivamente

degradavel no ramen kg’ PB microbiana.

A producio microbiana pode, também, depender da frac¢do RDP, da taxa de
digestdo dos substratos energéticos no rimen (HOOVER e STOKES, 1991) e do padrio de
fornecimento de energia (HENNING et al., 1993). ARIELI et al. (1996), ao testarem a técnica
dos sacos de nylon na avaliagdo das flutuacSes de metabolitos no rimen, observaram uma
forte relagdo entre os dados de degradabilidade in sacco e a variagdo nos pardmetros
ruminais, que foi induzida pelas refei¢Ses €, como as alteragbes na concentragdo de N
amoniacal no riimen foram superiores na dieta com elevado teor em RDP e baixo teor em
MO degradével, concluiram que a relagio MO/PB deve ser superior a 4,6 para assegurar a

minima flutuagdo de metabolitos.

SINCLATR ef al. (1995) efectuaram, posteriormente, um estudo com o objectivo de
examinar os efeitos do sincronismo do fornecimento horario de energia e de N em dietas
com similar composigio em hidratos de carbono, mas diferindo na taxa de libertagéo de N.
Duas dietas foram formuladas: uma para ser sincronizada (dieta S) e outra para ser
assincrona (dieta A) em termos de libertagdo horaria de N e de energia no rumen. A
eficiéncia de sintese de proteina microbiana (g N kg'l MO verdadeiramente degradada no
rimen) foi 11 a 20% superior nos animais alimentados com a dieta S do que com a dieta A.
Ambas as dietas forneceram um excesso de ERDP, em relag3o ao valor de 9 g ERDP VAR
FME recomendado pelo AFRC (1993) para animais alimentados ao nivel da manutencéo,
com uma relacdo estimada em 9,5 ¢ 9,9 g ERDP MJ! FME para as dietas,
respectivamente, S e A. A relagfo didria observada de N degradéavel no rimen em relacéo
aos componentes energéticos foi, também, similar entre as duas dietas e acima do nivel
6ptimo recomendado por CZERKAWSKI (1986). Os autores concluiram, entdo, que a
produgéio de N microbiano foi mais eficiente quando os fornecimentos de energia e de N

foram sincronizados.

WITT et al. (2000) testaram, também, em ovelhas, o efeito do sincronismo horério.
A partir dos dados de degradabilidade in situ dos alimentos, formularam trés dietas a base
de silagem de erva (11,8 MJ EM kg! MS; 102 g MP kg'1 MS) de igual relagdo N/MO de
fornecimento diario, mas de diferente padrio horario de libertagio dos nutrientes
(sincronizado, assincrono e intermédio), tendo verificado que o sincronismo horario de

energia ¢ de N (dieta sincronizada) no afectou significativamente a produgéo de leite, a
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produg3o de gordura do leite, o teor em proteina do leite e a ingestfio de MS, mas diminuiu
a concentragio plasmatica de ureia ao longo do dia. Concluiram, assim, que o sincronismo
entre as disponibilidades de N e de energia no rimen ndo tem um efeito importante na
produgdio de leite em ovelhas e sugeriram que os ruminantes quando alimentados com
dietas assincronas, ad libitum, tém a possibilidade de modificar o seu padrdo de ingestdo

para atingir uma taxa de libertagio mais sincronizada de N e de energia.

A discussdo realizada permite concluir que a manipulagfo do sincronismo através
da alteracio dos ingredientes da dieta apresenta alguns problemas, tais como a
impossibilidade de identificar se os aumentos na sintese de proteina microbiana observados
nalguns estudos sdo efeito do sincronismo ou de factores associados a manipulagio dos
ingredientes (nivel e tipo) da dieta, pois, efeitos claros passiveis de serem atribuidos ao
sincronismo podem ser efeitos especificos, por exemplo de nutrientes individuais,
particularmente proteina e energia (DEWHURST et al., 2000a), de diferentes alimentos, de
diferentes quantidades totais ou relagSes entre os nutrientes libertados no rimen (HENNING
et al., 1991; NEWBOLD e RUST, 1992; HENNING et al., 1993). Mais, outro problema dos
estudos em que as taxas de degradagio/fermentagdo das fracgdes proteicas e energéticas,
pré-determinadas em estudos in sacco (SINCLAIR et al., 1993 e 1995), sdo utilizadas para
calcular o “indice de sincronizagido” passa pelo facto da secagem e da moenda dos
substratos alterarem as suas caracteristicas e, por isso, a disponibilidade dos componentes

utilizados para derivar o indice (DAVIES et al., 1998).

3.3. Alteracéio do padrio de alimentacgéo

Os problemas inerentes ao estudo do sincronismo entre as disponibilidades de N e
de energia no rimen alcangado pela alteragdo dos ingredientes da dieta, podem, pelo
menos parcialmente, ser ultrapassados pela utilizagdo de meios in vitro, nos quais €
possivel o controlo da quantidade e da taxa de fornecimento de nutrientes (NEWBOLD €
RUST, 1992), pela infusdo de nutrientes directamente no rimen ou pelo fornecimento dos
mesmos ingredientes aos animais de acordo com diferentes padrdes de alimentagédo

(DEWHURST et al., 2000a).

J4 a interpretagio dos resultados de estudos nos quais o padrdo de alimentagéo ¢
alterado nem sempre € clara, sendo isto especialmente verdadeiro quando a dieta € rica em

hidratos de carbono rapidamente fermentiveis (CHAMBERLAIN ¢ CHOUNG, 1995). Isto
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porque se a frequéncia de alimentagio de toda a dieta ou do componente rico em hidratos
de carbono rapidamente fermentéveis é alterado, existem, geralmente, efeitos pronunciados
no pH do ramen, nas proporgdes molares de AGV, etc., que podem influenciar o
crescimento microbiano. Assim sendo, provavelmente, o delineamento experimental que,
nesta matéria, oferece a interpretagio mais clara ¢ aquele em que o padrdo de alimentag&o
do componente proteico da dieta é alterado, enquanto todos os outros sdo mantidos

constantes (CHAMBERLAIN ¢ CHOUNG, 1995).

3.3.1. Estudos in vitro e infusdo de nutrientes no riumen

No QUADRO 3.3 encontram-se sumariados resultados, obtidos por diferentes
autores, do efeito da sincronizagio das disponibilidades de N e de energia no rimen,
manipulada pela infusio de nutrientes ou utilizando sistemas in vitro, na sintese € na
eficiéncia de sintese de proteina microbiana. Na discussdo dos resultados obtidos nestes
trabathos ndo distinguiremos a metodologia experimental utilizada (infusdes ou sistemas in
vitro), uma vez que o objectivo destes estudos ¢ similar, ou seja, estudar os efeitos da
sincronizagio da disponibilidade de nutrientes no rimen, anulando os efeitos perturbadores

da alteragiio dos ingredientes da dieta.

Como se pode observar, existe pouca evidéncia experimental de resposta positiva a
sincronizagiio das disponibilidades de N e de energia no crescimento microbiano ¢ na
eficiéncia de sintese de proteina microbiana (ROOKE et al., 1987; NEWBOLD e RUST, 1992;
KM et al., 1999a). Os fornecimentos de N e de energia da silagem de erva sfo,
normalmente, considerados assincronos. Com efeito, alguns estudos delineados de forma a
rectificar este problema deram resultados positivos, que foram interpretados como
indicadores de uma resposta do crescimento microbiano & sincronizagdo das
disponibilidades de N e de energia no rimen (ROOKE et al., 1987; DAWSON et al., 1988,
ROOKE ¢ ARMSTRONG, 1989). Contudo, estes estudos n#io tiveram como objectivo
principal testar o efeito da sincronizagdio, pelo que outros factores podem ter
desempenhado algum papel e mascarado o efeito do sincronismo per se. Ja os resultados
obtidos por KM et al. (1999a e 1999b; QUADRO 3.3) s#o dificeis de explicar. Com efeito, o
assincronismo associado com silagens de erva prende-se com o facto da disponibilidade de
energia rapidamente fermentével ser reduzida na altura em que se encontram disponiveis

em abundéncia, péptidos, aminoacidos e amoniaco. Mas, KM et al. (1999a) ndo
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observaram nenhuma melhoria no fluxo de N microbiano em condi¢des de sincronismo
obtidas através de infusdio de sacarose e KM ef al. (1999b) verificaram que, quando
forneceram a vacas apenas silagem de erva, a infusdo de agucar ndo teve efeito na sintese
de proteina microbiana, mas quando forneceram silagem de erva e alimento concentrado a
infusdo j4 aumentou a sintese de proteina microbiana. Os autores, perante estes resultados,
sugeriram que o sincronismo, apenas, tem efeito na sintese de proteina microbiana em
dietas com niveis elevados de hidratos de carbono fermentaveis no rimen, embora isto
pareca, somente, provavel se a capacidade dos microrganismos em armazenarem hidratos

de carbono for ultrapassada.

No estudo de HENNING et al. (1993; QUADRO 3.3), apesar de a concentragdo de N
amoniacal no rimen ter sido inferior e mais estavel com condigSes de sincronismo, o fluxo
de N microbiano e a eficiéncia de sintese de proteina microbiana ndo foram afectados. Esta
observagio pode ser explicada pelo facto de, embora o padrio de variagdo da concentragido
de N amoniacal ter diferido entre tratamentos, a concentragdio actual, em relagdo ao
crescimento microbiano resultante dos varios padrdes de fornecimento de energia, nunca
ter sido limitante. Além disso, a reciclagem de N para o ramen pode contribuir para
explicar a auséncia de resposta & sincronizagio das disponibilidades de N e de energia, pois
durante periodos em que existe disponibilidade excessiva de N no rimen, o N amoniacal €
absorvido pelas paredes do 6rgdo e, parte, aparece como ureia no reservatério do plasma,
podendo este N ser, depois, reciclado para o rimen, durante periodos de défice em N. Mas,
apesar de, neste estudo, a reciclagem de N poder explicar a auséncia de resposta ao maior
sincronismo, isto pode ndo ser verdade para situagBes de fornecimento elevado de energia
e de N, porque, neste caso, 0 N em excesso pode ser absorvido e excretado na urina € a
posterior reciclagem do N para o rumen pode ser insuficiente para assegurar as

necessidades ditadas pela elevada disponibilidade de energia.

Na segunda experiéncia do estudo de HENNING et al. (1993), um maior sincronismo
resultante de um nivel de alimentagio mais elevado nfo melhorou o fluxo de proteina
microbiana nem a eficiéncia da sua sintese. Estes resultados vdo ao encontro dos obtidos
por SALTER et al. (1983) que nfo verificaram resposta positiva ao sincronismo quando
adicionaram mandioca ou glucose (como fonte de energia) ao rumen de novilhos
alimentados com palha, provocando diferentes graus de sincronizagdo. Saliente-se, no
entanto, que os resultados obtidos por SALTER et al. (1983) podem ser de dificil

interpretagio pelo facto dos tratamentos terem, também, diferido nas relagbes e nas
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quantidades de N e de hidratos de carbono adicionadas ao rimen.

No entanto, o facto de no estudo in vivo de HENNING ef al. (1993) a energia
fornecida de forma gradual ao rimen ter resultado em maior e mais eficiente sintese de
proteina microbiana, do que a mesma quantidade de energia fornecida de acordo com um
padrdo rapido, vai na direcgo oposta ao observado in vifro por HENNING ef al. (1991) para
tratamentos similares. Esta contradi¢do de resultados pode, contudo, ser explicada pelos
factos de no estudo in vitro o pH ter-se mantido acima dos 6, sem nunca ter descido abaixo
desse valor e dos valores de eficiéncia de sintese de proteina microbiana terem sido,
apenas, calculados até ao ponto de deplecgdo dos substratos energéticos; enquanto no
estudo in vivo houve periodos de pH baixo e niveis reduzidos de substratos rapidamente
fermentaveis. Os resultados deste estudo in vivo vdo, também, em direcgéio oposta ao
observado por SALTER ef al. (1983) que ndo observaram diferengas significativas na
eficiéncia de sintese de proteina microbiana, apesar do fornecimento intermitente (pulse
dose) ter diminuido o pH para 5,5, enquanto o fornecimento continuo manteve o pH

sempre acima de 6.

Uma vez que os resultados obtidos por HENNING et al. (1993) sugerem que a mera
melhoria do grau de sincronizag#o entre as taxas de libertagdo de N e de energia no rumen
ndo aumenta a produgdo microbiana, estes autores referem que o objectivo, aquando da
formulacgio de dietas, devera ser, primeiro, o de obter o padrio de fornecimento de energia
continuo e, depois, garantir o fornecimento de uma quantidade apropriada de N disponivel
no raimen em relacdio a quantidade de energia que se espera seja libertada nesse
compartimento por dia. Somente depois poderd haver alguma vantagem em assegurar,
também, um padrdo de fornecimento de N mais continuo, em particular evitando uma

libertagdo muito rapida de N no rimen.

NEWBOLD ¢ RUST (1992) demonstraram que o assincronismo entre as
disponibilidades de N e de energia no rimen, apenas, teve efeitos de curta duragdo no
crescimento bacteriano. Contudo, os autores salientam que estas observagdes ndo permitem
concluir que o assincronismo ndo € importante in vivo. Isto porque: (1) alteragcdes na taxa
de degradag@io do N devida a alterages na fonte de N podem ser acompanhadas por
alteraces no fornecimento de aminoacidos; (2) se as taxas de fornecimento de N e de
energia ndo sdo sincronizadas, qualquer alteragdo na taxa de passagem do rimen reduzira a
eficiéncia de utilizagdo ruminal do N e dos hidratos de carbono, dependendo qual o

nutriente em excesso (com efeito, neste estudo ndo houve diferen¢a no nimero de
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microrganismos entre os tratamentos, para um tempo de retencéo no riimen simulado de 12
horas, mas se este tempo fosse encurtado, o fornecimento de N em relag@io ao de energia
era reduzido e o crescimento bacteriano seria limitado em condigdes de assincronismo); €
(3) os efeitos de excessos de N de curta duragéo ndo podem ser adequadamente estudados
utilizando meios de cultura simples que ndo simulam a perda do excesso de N por absor¢io
através das paredes do ramen. Os estudos in vifro apresentam, ainda, a limitagdo de a
acumulagfio de produtos finais da fermentagfio poder afectar o crescimento bacteriano

(PIRT, 1975).

3.3.2. Alteragdo do padrao de alimentagdo do suplemento proteico

A manipulagdo do sincronismo entre as disponibilidades de N e de energia no
ramen através da altera¢do das fontes de N pode ser realizada, na pratica, pelo menos, por
trés processos: (1) utilizagfo, na dieta, de fontes proteicas de diferente degradabilidade no
ramen; (2) tratamento das fontes proteicas, para alteragio da sua degradabilidade; e (3)
fornecimento mais frequente ou alteragdo do padrio de alimentagdo das fontes proteicas
durante o dia. A terceira possibilidade, embora nfo altere a taxa de degradagdo das
proteinas, modifica a fase do dia em que a proteina esta disponivel para os microrganismos
do ramen. Os efeitos da alteragdo do padrio de alimentacdo e da frequéncia de alimentagéo
do suplemento proteico na fermentagio ruminal e na produtividade de vacas leiteiras tém

sido estudados sobretudo por P.H. ROBINSON e colaboradores.

A informag#o disponivel sobre a fermentagfio ruminal e a cinética de passagem das
particulas no rumen sugere a existéncia de um periodo ap6s a alimentagdo em que as
condi¢bes de fermentagdio favorecem a passagem do rumen de particulas recentemente
ingeridas com caracteristicas de densidade apropriadas (ROBINSON, 1989). Uma vez que,
em vacas alimentadas duas vezes por dia, a actividade de ruminag8o foi superior durante a
noite do que durante o dia (ULYATT et al., 1984) e que a capacidade do rimen foi mixima
a meia noite ¢ minima cerca das sete horas da manhi (ROBINSON et al., 1987), o periodo
entre aproximadamente as 24 horas e a refei¢io da manha pode ser o periodo do dia com o
mais rapido fluxo do rimen. Isto representa, entfio, uma oportunidade para que maiores
proporgdes de proteina e de alimentos concentrados, com caracteristicas de densidade e de
tamanho que conduzam 2 passagem, escapem do rimen neste periodo. Esta passagem pode

beneficiar as proteinas rapidamente fermentaveis e as fontes de amido que podem afectar
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negativamente a fermentagdo no ramen e que sfo mais eficientemente digeridas no

intestino.

GILL ¢ ROBINSON (1995) observaram, porém, maior percentagem de proteina da
dieta que escapou a degradagfio no rimen quando o suplemento proteico foi fornecido de
dia (08:30 horas, 50%) do que quando foi fornecido & noite (00:30 horas; 39%), sugerindo
que a manipulagfio das estratégias de alimentacdio podem alterar o sincronismo da absorgéo
dos nutrientes. Igualmente, ROBINSON et al. (1997) forneceram, a quatro vacas no meio da
lactagdo, uma dieta base constituida por silagem de luzerna, silagem de aveia e alimento
concentrado, constituido maioritariamente por cevada, e um suplemento proteico a 15% da
ingestdo de MS da dieta base fornecido uma vez ao dia, 0,5 horas apés a refei¢do da manha
(dia) ou 7,5 horas apds a refeigéio da tarde (noite) e verificaram que o fornecimento do
suplemento proteico de noite ndo afectou o pH e a concentracdo de N amoniacal no riumen,
mas aumentou a digestibilidade ruminal aparente da MO e da PB e a concentragio de AGV
no rimen, excepto a de isobutirato, ¢ diminuiu o fluxo de N nfio amoniacal e nfio
bacteriano. Estes autores concluiram que o fornecimento de fontes proteicas & noite
estimula a fermentag&io no rimen, particularmente durante a noite, resultando em maior
digestdo da MO e menor passagem da proteina da dieta para os compartimentos posteriores

do tubo digestivo.

O padrdo de variagdio diurna do perfil em aminoacidos da proteina que chega ao
duodeno pode, também, fornecer informag&o sobre o efeito do padrdo de alimentagiio do
suplemento proteico na passagem da proteina da dieta do raimen. Neste sentido, ROBINSON
et al. (2002) forneceram, a quatro vacas, uma dieta, ad libitum, das 8 as 24 horas e¢ 2,5 kg
(na MS) de um suplemento proteico (47% PB; constituido por cevada, bagago de colza,
bagaco de soja, farinha de peixe e gliten de milho) as 8.30h ou as 0.30h. A hora de
fornecimento do suplemento néo afectou as propor¢des diarias de qualquer aminoacido na
proteina duodenal, mas todos os aminoacidos, excepto a tirosina e a fenilalanina, variaram
com a altura do dia em que o suplemento proteico foi fornecido, sugerindo a possivel
ocorréncia de padrdes diurnos na relagdo proteina bacteriana e proteina da dieta que
escapou a degradacdo. Com efeito, o aumento na proporgdo de acido glutdmico na proteina
do digesta duodenal entre as 12 e as 21 horas em vacas com suplemento dado as 8.30h,
sugere um aumento no fluxo de proteina que escapou a degradagio em relagio a proteina
bacteriana. Isto € suportado pela diminui¢io na proporgéo de acido aspartico na proteina do

digesta duodenal neste periodo. Contrariamente, o grande aumento na proporcdo de acido
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aspartico na proteina do digesta duodenal entre as 17 e as 4 horas em vacas as quais 0
suplemento foi fornecido as 8.30h, sugere uma diminui¢do na proteina da dieta que
escapou 4 degradagfo. Nas vacas que receberam o suplemento as 0:30h, a propor¢io de
4cido glutdmico na proteina do digesta duodenal aumentou entre as 8 e as 17 horas,
enquanto a proporgio de acido aspartico diminuiu, indicando que a proporgéo de proteina
que escapou & fermentagfo no rumen no digesta duodenal estava a aumentar. Ja entre as 17
e as 22 horas, o aumento na propor¢do de acido aspartico e a diminuig¢do de acido
glutAmico sugere precisamente o contrario, ou seja, que a contribui¢do da proteina

microbiana para o fluxo total de PB duodenal era superior.

E, geralmente, assumido que os alimentos consumidos pela vaca leiteira com
tamanho de particula suficientemente pequeno para passar para os compartimentos
posteriores do tubo digestivo terdo um tempo de laténcia de passagem muito pequeno.
Todavia, os resultados do estudo supramencionado questionam este principio, devido ao
atraso (6 a 7 horas) observado entre o consumo do suplemento proteico contendo gliten de
milho e farinha de peixe (ambos lentamente degradaveis, ambos com tamanho de particula
suficientemente pequeno para deixarem o ramen) e para que a alteragdo no perfil de
aminoacidos da proteina do digesta duodenal reflectisse o perfil em aminoacidos do
suplemento proteico. Deste modo, tempos de laténcia de passagem tdo longos para
alimentos com tamanho de particula pequeno sugerem que a quantidade de proteina da
dieta que escapa & fermentagdo no ramen pode n#o ser rigorosamente prevista através de
modelos de cinética de primeira ordem e que as avaliagdes da fracgdo PB e, talvez, de
outras frac¢des dos alimentos feitas nesta base podem ter pequeno valor, a ndo ser que
sejam, também, incluidos no modelo de avaliagio os tempos de laténcia de passagem e de

digestdo.

ROBINSON e MCQUEEN (1994) avaliaram o efeito da sincronizagio das
disponibilidades de N e de energia no rimen, alcangada por alteragio da frequéncia de
alimentaciio do suplemento proteico, na fung¢io ruminal e na produtividade de vacas
leiteiras. Estes autores realizaram um estudo com 24 vacas no inicio da lactagfo, as quais
forneceram, ad libitum, uma dieta base constituida por 47% de silagem de luzerna e
timoteo e 53% de alimento concentrado, contendo cevada e milho. As fontes proteicas
(bagago de soja ou farinha de sangue + gluten de milho) foram fornecidas duas ou cinco
vezes por dia a um nivel de 9% da ingestio total de MS. Os resultados obtidos encontram-

se sumariados no QUADRO 3.4. Apesar dos resultados ndio suportarem a existéncia de
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beneficios de libertagio sincronizada de N e de energia no rimen na resposta produtiva,
sugerem que protel'na solavel ou péptidos ou ambos podem actuar como um reservatorio
para fornecer N para o crescimento microbiano em alturas do dia em que as concentra¢des
de N amoniacal sdo muito baixas. Todavia, segundo os autores, existem, pelo menos, trés
razdes possiveis para a falta de diferengas observadas neste estudo: (1) a manipulagéo de
libertagdo de proteina no rimen teve pouca influéncia nos padrdes diurnos das fracgoes de
N soluvel ou nos seus valores médios; (2) uma vez que quando o alimento concentrado foi
fornecido cinco vezes por dia as vacas consumiram a dieta base mais rapidamente do que
quando foi fornecido duas vezes por dia, a maior contribui¢iio do N da dieta base nessas
vacas contraria a menor contribuigdio do N da fonte proteica suplementar, sendo
consistente com a falta de diferencas entre estes grupos nos padrdes diurnos de
concentra¢des de componentes de N solivel no rimen; e (3) o crescimento microbiano ndo

foi limitado pela ingestdo de RDP.

3.4. Frequéncia de alimentaciio

O fraccionamento da dieta total ou do alimento concentrado, bem como as
estratégias de distribui¢cdo do alimento concentrado, na alimentagdo da vaca leiteira, tém
sido direccionados para os possiveis efeitos na eficiéncia microbiana, mediados por
alteragéio na flutuagdo de metabolitos no rimen, ¢ para os efeitos na ingestdo voluntaria
resultantes da provavel alteracdo da taxa de degradagfo dos alimentos. Todavia, 0 aumento
da frequéncia de alimentac@o ¢, de facto, um método que permite ultrapassar quase todos
os problemas de assincronismo entre as disponibilidades de nutrientes no rimen. Assim
sendo, quando se fala dos efeitos do sincronismo entre as disponibilidades de nutrientes no

ramen, estes aspectos ndo podem deixar de ser considerados.

A questio da frequéncia de alimentago assume, claramente, maior importincia nos
animais explorados em regime de estabulag8o, quando a quantidade de alimento ingerido e
a frequéncia de alimentagfio sdo muito reguladas pelo produtor. Isto porque, no estado
selvagem, os ruminantes podem ingerir alimento ao longo do dia, do nascer ao por do sol,
ou mesmo durante a noite. A quantidade ingerida e a frequéncia das refei¢cBes estfio
basicamente dependentes da vontade do animal e da disponibilidade de alimento,

continuando os animais, quando em pastoreio, a manifestar este tipo de comportamento.

Na discussio do efeito do nimero diario de refeigbes da dieta, na fermentagio no
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QUADRO 3.4 - Efeito da fonte proteica (bagago de soja = BS; farinha de sangue = FS; gliten de milho = GM)

e frequéncia de alimentagdo do concentrado proteico (duas, 2x, ou cinco, 5x, vezes por dia) nos pardmetros

ruminais, na ingestdo de matéria seca (IMS) e na produg&o e composigdo do leite.

BS FS+GM Efeitos
2x 5x 2x 5x Fonte  Frequéncia Interacgdo
Parametros ruminais
pH 6,14 6,21 6,15 6,24 0,577 0,036 0,790
| mg 1"
NH; 89,3 94,5 79,3 81,5 0,030 0,582 0,721
proteina 16,9® 16,4® 13,5° 18,9° 0,756 0,083 0,034
péptidos 113,7 108,1 110,2 99,2 0,388 0,217 0,716
total 2192 219,0 203,1 199,5 0,131 0,756 0,904
Acidos gordos volateis, mmol I
acetato 66,7 66 66,3 65,6 0,694 0,467 0,995
propionato 23,8 21,5 21,2 18,6 <0,001  <0,001 0,859
isobutirato 0,8 0,8 0,8 0,8 0,559 0,924 0,936
butirato 11 11,6 11,4 11,2 0,994 0,493 0,283
isovalerato 1,5° 1,4° 1,5% 1,6® 0,018 0,251 0,045
valerato 14 1,3 1,3 1,3 0,060 0,293 0,765
total 106,3 102,5 102,5 99,2 0,034 0,036 0,863
Parametros produtivos
IMS, kg dia™ 26,23 26,00 26,06 26,11 0,976 0,928 0,889
Produgso, kg dia™
leite 35,89 35,89 36,19 35,92 0,923 0,935 0,934
gordura 1,28 1,18 1,26 1,29 0,993 0,840 0,775
proteina 1,12 1,13 1,11 1,09 0,686 0,888 0,823
lactose 1,68 1,69 1,71 1,69 0,871 0,925 0,869
Composic¢do, %
gordura 3,61 3,58 3,52 3,63 0,915 0,819 0,715
proteina 3,14 3,16 3,10 3,07 0,402 0,926 0,700
lactose 4,7 4,71 4,71 4,70 0,955 0,974 0,877

2bNa mesma linha valores com notagdes diferentes diferem significativamente (P<0,05).

ADAPTADO DE ROBINSON e MCQUEEN (1994).

rimen, deve ter-se em consideragio o nivel de inclusfio de alimentos concentrados, sendo

de esperar maiores beneficios com uma maior frequéncia de distribuigdo, em dietas com

baixa relagfio forragem/concentrado, situagdo comum em vacas no inicio da lactagdo e de

maior nivel de produgdo. Obviamente, que se deve tomar em considera¢do ndo, apenas, 0
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teor em NSC, mas, também, a rapidez com que os substratos sdo fermentados no rimen,
pois mesmo uma dieta com um teor relativamente elevado em amido pode néo beneficiar
do aumento do niimero de refei¢bes se a fonte de amido for lentamente degradavel no

ramen (ROBINSON e SNIFFEN, 1985).

A distribui¢io da dieta uma vez ao dia pode gerar grandes flutuacdes diurnas nas
concentragdes de amoniaco (CECAVA et al., 1990; SHABI et al., 1998; LE LIBOUX e
PEYRAUD, 1999; SHABI et al., 1999), de AGV (KAUFFMAN, 1976; ROBINSON et al., 1986) ¢
de 4cido lactico (ROBINSON et al., 1986) no rimen. Estas condi¢Ses extremas de
metabolitos neste compartimento podem inibir o crescimento e a actividade microbiana e,
consequentemente, a degradagiio microbiana do alimento (ROBINSON, 1989). Assim sendo,
a maior frequéncia de alimentag8o, ao diminuir as flutuagGes de metabolitos (KWAN et al.,
1977; SUTTON et al., 1986; CECAVA et al., 1990; ORSKOV, 1994; SHABI et al., 1999), pode,
teoricamente, aumentar a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes no rimen (JOHNSON, 1976;
BALDWIN e DENHAM, 1979). Todavia, a maior frequéncia de alimentagdo pode diminuir a
flutuago diaria do pH do rimen (SUTTON et al., 1986; CECAVA et al., 1990; ORSKOV,
1994; SHABI et al., 1999), mas o valor médio de pH pode, também, diminuir (SUTTON et
al., 1986; SHABI et al., 1999; DEHORITY e TIRABASSO, 2001). Note-se que se a maior
frequéncia de alimentagfo resultar numa variagio no pH do ramen entre 5,7 € 5,9, o efeito
na fermentacfio da fibra pode ser mais negativo quando comparado com uma menor
frequéncia de alimentagdio que promova um padro de variagdo em que o pH desga para
valores de 5,3, mas, também, atinja valores de 6,7 em diferentes alturas do dia (ROBINSON,
1989; CALSAMIGLIA et al., 2002).

Os efeitos do fraccionamento da dieta total na digestibilidade da MS, da MO, da
PB, do amido e da fraccdo NDF ndo sdo consistentes. Com efeito, em varios estudos a
digestibilidade total da dieta (RAKES ef al., 1957; SHABI et al., 1998; DHIMAN et al., 2002)
e a ingestdo voluntdria (STANLEY € MORITA, 1967; NOCEK ¢ BRAUND, 1985; KLUSMEYER
et al., 1990b; SHABI et al., 1998; DHIMAN et al., 2002) ndo foram afectadas pela sua
distribui¢dio mais de uma vez ao dia. SHABI et al. (1999) referem, porém, aumentos na
digestibilidade pos-ruminal da MO, da PB e dos NSC com o aumento da frequéncia de
alimentac@io, mas ndo observaram efeitos na sintese e na eficiéncia de sintese de proteina

microbiana.

A menor flutuagdo na concentragdo de N amoniacal no rimen com maior

frequéncia de alimentacdo aumenta, provavelmente, a utilizagdo do amoniaco e diminui a
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quantidade de amoniaco que € absorvido através das paredes do rimen, o que se reflecte
numa menor excrecdo de N na urina. Com efeito, a menor frequéncia de alimentag8o
conduz a que a concentra¢do ruminal média de N amoniacal diminua (YANG e VARGA,
1989; SHABI et al., 1998), tendo sido referido que a distribuicdo da dieta mais
frequentemente aumenta o fluxo de PB microbiana para o duodeno (CHEN et al., 1987a;
CECAVA et al., 1990; SHABI ef al., 1998). Este aumento pode resultar do aumento do teor
em MO fermentavel, do pH mais estavel ¢ do tamponamento natural do rimen, o que
impede a diminui¢io do nimero de bactérias proteoliticas (ROBINSON, 1989), aumentando
a protedlise e diminuindo a quantidade de proteina da dieta que escapa a fermentagio
(CHEN et al., 1987a). Nestas situagdes, o nimero de protozodrios tende, embora nem
sempre, para aumentar (SHABI et al., 1998). Note-se, aqui, que parece existir uma
interaccéio entre o nivel de energia e a frequéncia de alimentagfio em relacdo a eficiéncia
aparente ¢ verdadeira de sintese de N bacteriano, o que sugere que a eficiéncia de sintese
de N bacteriano pode ser melhorada quando dietas com niveis moderados ou elevados de

alimento concentrado sdo fornecidas mais frequentemente (CECAVA ef al., 1990).

Uma vez que os efeitos da maior frequéncia de alimentagio se fazem sentir,
sobretudo, numa fermentaco ruminal mais estavel, esta pode reflectir-se num aumento do
teor em gordura do leite, embora as respostas positivas sejam, normalmente, verificadas,
apenas, quando o teor em gordura do leite, com menor frequéncia de alimentagdo, € baixo,
situagBes geralmente associadas ao fornecimento de dietas com elevada inclusdo de
alimentos concentrados ou com reduzido tamanho de particula (GIBSON, 1984; SHABI et
al., 1998 e 1999). Estas respostas positivas no teor em gordura do leite podem ser
mediadas, quer pela maior ingestdo voluntaria (GIBSON, 1984), quer pela secrecdo de
insulina (FRENCH e KENNELLY, 1990) — que, se em niveis sanguineos baixos, inibe a
lipogénese e aumenta a lipolise no tecido adiposo € que, ao aumentar os precursores para a
glandula maméria, aumenta a sintese de gordura do leite (YANG € VARGA, 1989) —, quer
por um aumento da eficiéncia de utilizagio dos alimentos (JOHNSON, 1976), embora, neste
caso, faltem dados sobre o efeito da possivel mobilizagdo das reservas corporais, pois a
condigfio corporal nfio é, normalmente, avaliada, nos estudos de frequéncia de alimentag&o,
devido ao facto da duragdo dos estudos nfo ser, no geral, suficientemente longa para gerar

resultados significativos.

Decorre do exposto que serfio de esperar maiores beneficios da maior frequéncia de

alimentagio com dietas com elevado teor em hidratos de carbono rapidamente

100




SINCRONISMO ENTRE AS DISPONIBILIDADES DE AZOTO E DE ENERGIA NO RUMEN

fermentaveis, uma vez que desta forma se previne a diminuigdo do pH do ramen, o que
reduz os efeitos negativos da fermentagfio intensa dos NSC e impede a diminuigdo do
numero de bactérias celuloliticas, proteoliticas e de protozoarios, evitando, deste modo, a
diminuicfio da digestibilidade da fracgdo NDF da dieta, bem como os riscos de ocorréncia
de acidose. Esta estratégia pode, ainda, aumentar a degradagdo das proteinas no rimen,
aspecto que serd ou ndo vantajoso, dependendo do perfil em amino4cidos da proteina em

causa.

Assim sendo, seria de esperar que estes efeitos da frequéncia de alimentagfio na
fermenta¢io no rimen se traduzissem em efeitos positivos na resposta produtiva. No
entanto, quer nos 35 trabalhos, publicados entre 1949 e 1983, revistos por GIBSON (1984),
quer em estudos posteriores (NOCEK e BRAUND, 1985; KLUSMEYER et al., 1990b; SHABI et
al., 1998; DHIMAN et al., 2002), a resposta a maior frequéncia de alimentacfo, em termos

de produgio de leite, nem sempre foi positiva.

Mas, os resultados obtidos em condig¢des controladas de que a maior frequéncia de
alimentagdo nem sempre promove maiores produgdes de leite contrastam com as
observagbes dos produtores de leite que revelam que a alimentacio mais frequente é
considerada critica para atingir e manter produgdes elevadas. Nesta matéria, ROBINSON
(1989) questiona pertinentemente: Serfio as observagdes dos produtores incorrectas? Ou,
ndo representara a investigacdo as situagdes praticas de producdo? E a este propdsito
refere: (1) se ocorrem flutuagbes diurnas e se estas sdio suficientes para influenciar
negativamente o crescimento microbiano, entfio, a sua eliminagfo pode ser benéfica e
embora a alimentagdo mais frequente possa obliterar estes padrdes, existem outras formas
de atingir o mesmo efeito, nomeadamente dietas com elevada proporgéo de forragem ou
alimentos concentrados com baixa taxa de fermenta¢do no rimen; (2) na alimentagio de
vacas em regime de estabulagdo livre com alimento completo, método muito utilizado na
pratica, em compara¢do com alimento completo fornecido ad libitum a vacas em regime de
estabulacfo presa e alimentadas individualmente — o método de investigag&o corrente — os
padrdes de alimentacdo séo, geralmente, muito menos espagados ao longo do dia com uma
elevada proporgo do alimento total consumido nas primeiras duas a seis horas do ciclo de
alimentagdo; (3) existem outras alternativas & alimentagdo mais frequente que permitem,
também, ultrapassar as flutuagGes diurnas nas concentragées de metabolitos no rimen
como aumentar o espago por vaca na manjedoura, a alimentagfo ad libitum, a redugdo da

taxa de fermentag@o dos ingredientes do alimento completo e o aumento do tempo de vida
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do alimento completo na manjedoura, mas, como estas estratégias sfo, ndo raro,
impraticaveis nas unidades de produgfio comerciais, a utilizagiio de uma maior frequéncia
de alimentacfio continuara a ser uma préatica corrente de maneio util na manutengéo de

elevadas producdes de leite.

Finalmente, no estudo da frequéncia de alimentag&io coloca-se, ainda, a questfio da
forma e da frequéncia de distribui¢gdo do alimento concentrado. Todavia, os objectivos
inerentes as estratégias de alimentagiio do alimento concentrado residem mais na
estabiliza¢io da fermentagio no rimen e na estimulagdo da ingestdo voluntiria do que na
sincronizagdo da disponibilidade de nutrientes no rimen. Daqui decorre que este problema
surge, sobretudo, nas situagdes de alimentacio de vacas de elevada produgdo, isto €,
quando se usam dietas com elevada inclusdio de alimentos concentrados € quando €
imperioso garantir elevadas ingestSes voluntarias. Assim sendo, nestes casos, o aumento da
frequéncia de alimentagdo do alimento concentrado ¢, normalmente, benéfico
(GREENHALGH et al., 1979; CASSEL et al., 1984; CHALMERS et al., 1984; PHIPPS ef al.,
1984; REES ¢ ROWLINSON, 1985; LITTLE et al., 1987; YANG ¢ VARGA, 1989; FRENCH e
KENELLY, 1990; AGNEW ef al., 1996).

3.5. SERA, AFINAL, NECESSARIO, FORMULAR DIETAS SINCRONIZADAS?

A bibliografia analisada neste CAPITULO permite concluir que ndo existe evidéncia
experimental convincente da necessidade de assegurar um estreito sincronismo entre a
libertagdo de energia e de N no ramen, para se alcangar uma sintese eficiente de proteina
microbiana e a maximizagdo da resposta produtiva de vacas leiteiras. Ndo quer isto, porém,
dizer, que um severo assincronismo ndo possa ter efeitos detrimentais na sintese de
proteina microbiana, particularmente, quando uma rapida libertagdo de amoniaco
imediatamente ap6s a ingestio € acompanhada por um fornecimento insuficiente de
energia, derivada de substratos lentamente fermentados. Note-se que, nestas condi¢Ges, o
pH ruminal manter-se-4 elevado (<6,8), favorecendo a absor¢do de quantidades
substanciais de amoniaco pelas paredes do rimen, podendo, a incluséo na dieta, de uma
fonte de hidratos de carbono rapidamente fermentaveis, melhorar a eficiéncia de captura da
amonia pelos microrganismos do rimen. Ou seja, o estreito sincronismo entre a libertagdo
de energia e de N trara pequenos, se alguns, beneficios na maioria das situa¢des praticas de

exploragdo, a ndo ser que o crescimento microbiano seja limitado pelo fornecimento de
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hidratos de carbono fermentaveis e/ou de amoniaco (CHAMBERLAIN € CHOUNG, 1995).
Sublinhe-se, porém, que nenhuma das aproximagdes utilizadas para estudar a manipulagéo
da sincronizagio das disponibilidades de N e de energia no rimen consiste numa estratégia
rigorosamente adequada de avaliar unicamente os efeitos do sincronismo, sem qualquer

influéncia de outros factores que possam mascarar os efeitos.

Na opinido de DAWSON (1999), parece que os ruminantes, por um lado, podem
detectar o assincronismo na taxa de fornecimento de nutrientes ao rimen e, por outro,
desenvolveram mecanismos para ultrapassar ou minimizar os seus efeitos. Com efeito,
estes animais além de alterarem o padrio de ingestdo de alimentos para evitar excessiva
acumulagdo, por exemplo, de amoniaco quando alimentados com dietas assincronas,
possuem uma populagdo microbiana capaz de armazenar hidratos de carbono durante
periodos de deficiéncia em N, metabolizando-os, depois, quando existem substratos que
permitem a sintese proteica (CHAMBERLAIN e CHOUNG, 1995; DAWSON, 1999). Claro que
este ultimo processo € menos eficiente quando comparado com o uso imediato de ATP
para a sintese proteica, mas, apesar disso, enfatiza a capacidade das bactérias ruminais
lidarem, efectivamente, com fornecimentos flutuantes de energia ¢ de N (CHAMBERLAIN e

CHOUNG, 1995; FIRKINS, 1996).

Além disso, com dietas assincronas, os microrganismos do rimen podem encontrar-
se em situagdes de défice de amoniaco durante grande parte do dia, mas, nestas situagGes,
ocorre uma maior reciclagem de N para o rimen (SINCLAIR ef al., 1993; HOLDER et al.,
1995), podendo, mesmo, a quantidade de N que retorna ao rimen, em animais alimentados
com dietas com baixo teor em proteina, exceder a que é perdida através da absorg#o pelas
paredes do rimen, o que representa uma adaptagdo dos ruminantes para conservar N em
situagdes de baixa disponibilidade neste nutriente (CAPITULO 2). Mas, isto pode ndo ser
inteiramente verdade em situa¢des de elevados niveis de fornecimento de N e de energia
porque o N absorvido em excesso pode ser excretado na urina e, assim, a posterior
reciclagem para o rimen ndo ser suficiente para cobrir as necessidades impostas pela

elevada disponibilidade de energia (HENNING et al., 1993).

Nesta matéria, DAWSON (1999) levanta outra questdio pertinente: Serd que dietas
sincronizadas t€m algum efeito no sincronismo de fornecimento de nutrientes aos tecidos
do animal? Aparentemente, a presenga do rimen, que actua como um reservatorio de
alimentos, pode sugerir que o fornecimento de nutrientes aos tecidos do animal hospedeiro

sera menos influenciado pelo padréio de alimentacdo do que nos animais monogastricos,
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mas nos animais ruminantes o fornecimento de nutrientes energéticos e de aminoacidos ao
animal hospedeiro sdo separados espacial e temporalmente, sendo os nutrientes energéticos
(AGV) predominantemente absorvidos no rimen e os aminoéacidos no intestino. Assim
sendo, a libertagdo de nutrientes energéticos na circulagdo do animal hospedeiro sera
consideravelmente mais influenciada pelo padrio de alimentago do que o fornecimento de
aminoacidos, mas o assincronismo na taxa de libertagdo dos nutrientes no rimen pode
afectar, quer o fornecimento de proteina para o intestino delgado (através da redugdo da
sintese de proteina microbiana), quer a produg@o de AGV — em termos de quantidade e/ou
proporgdes molares. O figado pode, contudo, desempenhar um papel importante actuando
como tampdo entre o sistema digestivo e os tecidos periféricos e, desta forma, reduzir o
impacto da variagdo diurna da ingestdo de alimento no metabolismo dos tecidos
periféricos, uma vez que, por exemplo, os aminoécidos removidos pelo figado podem ser
utilizados para a sintese de proteina ou ser catabolisados para fornecerem energia ou para

sintetizar glucose, ureia, glutamato e outros compostos azotados (DAWSON, 1999).

Concluindo, embora a variagdo na disponibilidade de nutrientes azotados e
energéticos no rumen possa resultar em desequilibrios nutricionais passiveis de influenciar
a utiliza¢fio dos nutrientes e o desempenho animal, o ruminante parece ter desenvolvido
numerosos mecanismos para minimizar estes efeitos. O sincronismo entre as
disponibilidades de energia e de N no rimen terd, aparentemente, importéncia significativa
em situagdes praticas em que o crescimento microbiano € limitado por hidratos de carbono
fermentaveis ou amoniaco. Isto porque se ambos se encontram sempre presentes em

excesso, existira, provavelmente, pouco beneficio no aumento do sincronismo da dieta.
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PARTE 11

Trabalho Experimental



“(...) queremos destacar um dos avangos mais significativos dos novos sistemas
que ¢ a definigio de um teor “6ptimo” em proteina degradavel da dieta em fungdo da
energia fermentével — ou potencialmente fermentivel — dessa dieta no ramen (AFRC,
1993). Este principio reconhece o papel central da populagfio microbiana do rimen na
regulagio do processo digestivo, do fluxo de nutrientes e da ingestdo voluntiria mas
n3o se identifica necessariamente com o conceito de sincronizagiio da fermentagfo da

energia e da degradagfio da proteina no rimen.” (DIAS DA SILVA, 1999).

CAPITULO 4

Efeitos da Suplementacio Azotada de
Silagens de Milho na Ingestdo Voluntaria
e na Funcido Lactogénica de Vacas Leiteiras

4.1. INTRODUCAO

Os sistemas de produgdo de leite no litoral Norte e Centro de Portugal baseiam-se
em larga medida na utilizagio do milho-forragem. Assim, a cobertura do défice em N
degradiavel da forragem constitui uma primeira prioridade de suplementagdo, o que
normalmente é alcangado pela utilizagdo de concentrados proteicos de cereais, de bagagos
de oleaginosas e, por vezes, de ureia. Nestes sistemas, os produtores podem ser conduzidos
a fornecer as vacas quantidades elevadas de suplementos proteicos por forma a estimular a
ingestdo voluntaria e a produgio de leite. Contudo, esta estratégia, como ja foi referido,
pode acarretar problemas ambientais e reprodutivos e inflacionar os custos de exploragéo.
Importa, pois, maximizar a utilizagdo da fraccdo RDP da dieta e a sua converséo em
proteina microbiana, uma vez que esta estratégia permite aumentar a utilizacdo dos
nutrientes fornecidos ao animal hospedeiro e o fornecimento de aminoacidos essenciais a

um custo relativamente mais baixo do que através do aumento da fraccdo DUP na dieta.

Os factores relacionados com a variagéo da disponibilidade de nutrientes azotados e
energéticos passiveis de influenciar a fun¢do ruminal e, consequentemente, o fluxo de
proteina microbiana para o duodeno foram apresentados e discutidos no CAPITULO 2 da

REVISAO BIBLIOGRAFICA. E consensual que o factor que mais influencia a fungfio ruminal
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de vacas leiteiras é, sem duvida, o equilibrio entre as disponibilidades de RDP ¢ de FME
no rimen. Por isso, testimos as respostas produtivas de vacas leiteiras a este factor em
condigdes proximas dos sistemas de explorag@io da vaca preta e branca no Entre-Douro ¢

Minho e na Beira Litoral (Experiéncia 1).

A revisdo realizada (CAPITULO 3) mostrou, também, que a sincronizagéo dos ciclos
diurnos das disponibilidades de RDP e de FME a populagéo microbiana do rimen constitui
factor importante de sincronizagio dos fornecimentos de N e de energia ao animal
ruminante. O principio béasico da sincronizagio €, como vimos, o da melhoria da eficiéncia
de utilizagiio do N e do ATP para o crescimento microbiano. Mas, como ficou referido,
avaliar os efeitos da sincroniza¢io em ensaios de produgio € dificil, em particular devido
aos efeitos perturbadores dos diferentes ingredientes da dieta e a dificuldade em manter os
indices de sincronizagfio pretendidos. Todavia, uma abordagem interessante consiste em
manipular as disponibilidades de N e de energia no rimen, administrando a mesma dieta,
mas alterando o padrio de fornecimento dos componentes energéticos € proteicos ao longo
do dia. No presente trabalho, os efeitos da sincronizagdo na resposta produtiva de vacas
leiteiras foram avaliados, quer pela alteragdo dos ingredientes da dieta (Experiéncia 2),

quer pela alteragio do modo de administragdio dos seus constituintes (Experiéncia 3).

A relagio A/c em amostras de urina foi utilizada, enquanto metodologia néo
invasiva, para estudar os efeitos de diferentes estratégias de suplementagdo azotada no
fluxo de proteina microbiana para o duodeno. Optamos por este método devido a
impossibilidade de recolha da totalidade da urina, mas conscientes que existe evidéncia
experimental das suas limitagdes, bem como que lhe sio reconhecidos alguns méritos, em
particular, quando, como no nosso trabalho, se usam delineamentos experimentais que
permitem que o mesmo animal receba todos os tratamentos em estudo. Dado o interesse do
tema, abordam-se, de seguida, embora de forma sucinta, as metodologias comumente

utilizadas para estudar o fluxo de proteina microbiana para o duodeno em ruminantes.

4.2. BREVE REFERENCIA A METODOS DE ESTIMATIVA DO FLUXO DE PROTEINA

MICROBIANA PARA O DUODENO

A quantificagiio do fluxo de proteina microbiana para o duodeno constitui, desde
longos anos, uma prioridade de investigagdio em nutrigio de ruminantes. Com efeito, o

conhecimento da contribui¢io da proteina microbiana para a satisfagdo das necessidades
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em aminoacidos do ruminante e, em particular, da vaca leiteira, ¢ fundamental ao
estabelecimento de regimes alimentares que optimizem a produgdo e a eficiéncia de

utiliza¢do do N das dietas.

Os métodos mais utilizados para avaliagdo da sintese (fluxo) de proteina
microbiana no rimen baseiam-se na utilizagdo de marcadores internos (e.g., acido
diaminopimélico, d-alanina, 2-4cido aminoetilfosforico, ATP, acidos nucleicos, DNA,
RNA, purinas e pirimidinas individuais e purinas totais) e externos (e.g., BN, 32p ¢ ¥3).
Contudo, nenhum marcador tem provado ser completamente satisfatério (BRODERICK €
MERCHEN, 1992). Por outro lado, estas aproximagdes, requerendo animais fistulados no
rumen e no duodeno, podem alterar o normal funcionamento do animal e, por conseguinte,
a produgdo de N microbiano, as necessidades de manuteng¢éo (JOHNSON et al., 1998), a
ingestdo voluntaria, a produgdo de leite (MCRAE e WILSON, 1977) e as taxas de passagem
do digesta, bem como a qualidade das amostras a nivel ruminal e duodenal (MARTIN et al.,
1996; PEREZ et al., 1997; OBISPO € DEHORITY, 1999; DEWHURST et al., 2000a; MARTIN-
ORUE et al., 2000). Estes métodos so, apenas, aplicaveis a nimero muito limitado de
animais e de condigdes de estudo e, necessitando de animais fistulados, véio na direcgio

oposta as actuais preocupacgdes com o bem-estar animal.

Outros métodos de estimativa do fluxo de proteina microbiana para o duodeno,
como a técnica dos sacos de nylon (ARIELI et al., 1989) e o fornecimento de dietas isentas
de proteina (ARAMBEL et al., 1987) ndo podem, também, ser utilizados em condi¢Ges

normais de produgéo.

Desde que Topps e ELLIOTT (1965) propuseram a excregdo urinaria dos derivados
das purinas (DP; hipoxantina, xantina, acido drico e alantoina) como indice do fluxo de
proteina microbiana para o duodeno, varios autores observaram que a excre¢fio urinaria de
DP esta correlacionada com a quantidade de purinas que chega ao duodeno (ANTONIEWICZ
et al., 1980; SIBANDA et al., 1982; GIESECKE et al., 1984; FUJIIHARA et al., 1987; CHEN et
al., 1990a e 1990b; VERBIC ef al., 1990; CHEN et al., 1992b; BALCELLS et al., 1993; CHEN
et al., 1997; VAGNONI et al., 1997, SHEM et al., 1999). Deste modo, assumindo que os
acidos nucleicos da dieta sdo extensamente degradados no rimen e que os acidos nucleicos
duodenais sdo essencialmente de origem microbiana (MCALLAN e SMITH, 1973;
MCALLAN, 1982; BALCELLS et al., 1991; CALSAMIGLIA et al., 1996; PEREZ et al., 1996;
DJOUVINOV et al., 1998), o fluxo de proteina microbiana para o duodeno pode ser estimado

a partir da excregfo urinaria do total de DP. Nos bovinos, os DP excretados na urina séo
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sobretudo constituidos por alantoina e, em menor quantidade, por acido urico, sendo
negligencidveis, ou mesmo ndo detectaveis, as quantidades de xantina e de hipoxantina
excretadas (CHEN et al., 1990b; VERBIC ef al., 1990; GONDA e LINDBERG, 1994; SUSMEL et
al., 1994a; CHEN et al., 1996; DEWHURST et al., 1997; SHINGFIELD e OFFER, 1998a ¢
1998b).

No entanto, este método nfio esta isento de erros, nomeadamente devido a estreita
associagdo entre a excregio urinaria de DP e o fornecimento exdgeno de purinas (VERBIC
et al., 1990; VAGNONI et al., 1997; BOERO et al., 2001), a variagfo no teor em purinas dos
proéprios microrganismos, as purinas da dieta que escapam a degradagdo no rumen, a
excregdo endogena de DP e a parti¢do variavel de DP entre as vias de excregdo renal,
mamadria e entérica (BATES e BERGEN, 1984; CRAIG et al., 1987; CECAVA et al., 1990).
Além disso, CHEN et al. (1990b) demonstraram que as perdas endégenas sio inteiramente
compensadas pela utilizagdo de purinas de origem exégena quando o nivel de excregdo
urinaria de DP se situa acima de um determinado valor (0,6 mmol kg PV®" dia™ para
ovinos), existindo, a partir desse nivel, uma relaggo linear entre o fornecimento de purinas

exogenas e a excregdo de DP.

Por outro lado, a aplicagdio desta metodologia em condi¢des normais de produgio,
mormente em animais em pastoreio, é dificultada pela necessidade da recolha total da
urina. Para se contornar esta dificuldade, tem sido proposto o recurso a utilizagéio de
amostras parciais de urina. Mas, como a quantidade de urina produzida por unidade de
tempo ¢ muito variavel, dependendo, entre outros factores, da quantidade e do momento de
ingestdo de 4gua, quando ndo se recolhe a totalidade de urina serd necessério utilizar um

marcador de estimativa do volume produzido.

Assim, segundo ERB et al. (1977), as relagdes entre metabolitos na urina e a
creatinina urindria, em vez das suas concentragdes totais, devem ser utilizadas quando a
urina excretada por hora ¢ desconhecida. Com efeito, ANTONIEWICZ ef al. (1981), ao
observarem que a relagdo A/c é menos afectada, do que a quantidade absoluta de alantoina,
por factores que produzem alteragbes no desaparecimento renal diurno, sugeriram, pela
primeira vez, a expressdo da concentragfio urinaria de DP como relagdo molar com a

creatinina, para permitir o uso de amostras de urina como alternativa a recolha total.

Contudo, a utilizagio da creatinina como marcador interno do volume de urina

produzido nio se tem provado completamente satisfatéria. No homem e noutros
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monogastricos, a quantidade de creatinina excretada, por unidade de tempo, € praticamente
constante para cada individuo e depende, sobretudo, da quantidade de musculo no
organismo (BORSOOK € DUBNOFF, 1947 citados por DE GROOT e AAFJES, 1960). Todavia,
tem sido referido que a excregdo urinaria de creatinina, em bovinos, € significativamente
diferente entre animais (CHETAL et al., 1975; VAGNONI et al., 1997; SHINGFIELD e OFFER,
1998a e 1998b), dias e horas de recolha (SHINGFIELD e OFFER, 1998b), que pode existir
interacgio hora de recolha x tratamento (SHINGFIELD e OFFER, 1998b), que esta varia com
o estadio reprodutivo dos animais (ALBIN e CLANTON, 1966), sendo (GONDA et al., 1996),
ou nfio (ALBIN e CLANTON, 1966; GONDA e LINDBERG, 1994; SUSMEL et al., 1994b;
SHINGFIELD e OFFER, 1998a; VALADARES et al., 1999), influenciada por variagbes no
fornecimento de nutrientes. Apesar destas limita¢3es, outros indicadores, como a excre¢do
de creatina e a gravidade especifica, provaram ser inadequados como medida da

concentragio (DE GROOT € AAFJES, 1960).

Alguns autores verificaram que as relagdes DP/creatinina e A/c em amostras de
urina sio pouco afectadas pela variagdo diurna (CHEN et al., 1992a; DANIELS ef al., 1994;
GONDA e LINDBERG, 1994; CHEN et al., 1995; DEWHURST ef al., 1996; NSAHLAI et al.,
2000), enquanto outros verificaram que existe variagdo (PUCHALA e KULASEK, 1992;
MOORBY e DEWHURST, 1993; GONDA et al., 1996, SHINGFIELD e OFFER, 1998b) tendo,
mesmo, CHEN et al. (1997) referido que a excre¢do de DP em amostras de urina ndo tem
valor, a ndo ser que o fornecimento exdgeno de purinas seja pouco varidvel ao longo do
dia.

Todavia, na utilizagio desta técnica, permanece, ainda, a questo da frequéncia de
recolha das amostras. Em estudo efectuado por SHINGFIELD e OFFER (1998b), a recolha de
varias amostras ao longo de um dia foi mais vantajosa do que a recolha de poucas amostras
em varios dias, mas mesmo o regime mais intensivo de recolha de amostras (de duas em
duas, durante 24 horas) nio permitiu uma previso aceitidvel das relagdes médias diarias
DP/creatinina e A/c. Ja DEWHURST et al. (1996) sugeriram que, a recolha em oito vacas, de
duas amostras de urina por dia, em dois dias consecutivos, produz informagéo util que
permite identificar diferengas no fluxo de proteina microbiana e VALADARES ef al. (1999)
concluiram que a recolha de uma tinica amostra de urina por vaca e por periodo forneceu
estimativas da excre¢3o urinaria de DP, e da produgdo de proteina microbiana, quasé
idénticas as obtidas com a recolha da totalidade da urina. Ndo obstante, dada a influéncia

do sistema de alimentagdo na relagio DP/creatinina ou A/c, é dificil estabelecer um

111




SUPLEMENTACAO AZOTADA DE SILAGENS DE MILHO

protocolo de recotha de amostras valido para todas as dietas e sistemas de alimentagdo

(SHINGFIELD e OFFER, 1998b).

Como parte dos DP no sangue é excretada por vias néo renais, nomeadamente pelo
leite (TIEMEYER et al., 1984; CHEN et al., 1990b; VERBIC et al., 1990; CHEN et al., 1991;
GIESECKE et al., 1994; SUSMEL et al., 1995; MARTIN-ORUE et al., 1996; CHEN et al., 1997,
GONDA e LINDBERG, 1997; SURRA et al., 1997; VAGNONI et al., 1997; VALADARES et al.,
1999), para obviar a recolha total de urina tem sido, também, proposta a utilizagdo da
excrecio de DP, em particular de alantoina, no leite, para estimativa do fluxo de proteina
microbiana. No entanto, esta aproximac¢dio tem fornecido resultados contradit6rios
(KIRCHGESSNER ¢ KAUFFMANN, 1987; GIESECKE ef al., 1994; DEWHURST et al., 1996,
MARTIN-ORUE ef al., 1996; GONDA e LINDBERG, 1997; VAGNONI et al., 1997; SHINGFIELD
e OFFER, 1998b) devido, provavelmente: (1) & forte influéncia da proteina microbiana na
sintese do leite e, consequentemente, na excregdo de DP ou de alantoina; (2) a
possibilidade da produgdo de leite poder ser aumentada pelo fornecimento de DUP, sem
qualquer efeito no fluxo de proteina microbiana, ou sem efeito na ingestdo de MS; e (3) a
reduzida variacio da concentragdo de DP ou de alantoina no leite (GIESECKE ef al., 1994;
CHEN et al., 1995; GONDA e LINDBERG, 1997; TIMMERMANS et al., 2000; SCHAGER et al.,
2003). Desta forma, MARTIN-ORUE et al. (1996) sugeriram que a excre¢do de DP no leite
melhora potencialmente o rigor das estimativas do fluxo de proteina microbiana baseadas
na excregio urinaria de DP, embora a metodologia per se ndo constitua uma alternativa
valida.

Do que ficou dito se conclui ndo existir consenso quanto ao real valor da utilizagdo
das relacdes DP/creatinina ou A/c em amostras de urina para identificar diferengas, entre
dietas, no fluxo de proteina microbiana para o duodeno, sendo, porém, consensual, que a
determinacgfio da excregéo total diaria dos DP na urina é um método néo invasivo passivel
de ser utilizado com este fim. A bibliografia consultada evidencia, ainda, que a
determinacgfio da excregiio de DP ou de alantoina no leite tem pouco valor como método de

estimativa do fluxo de proteina microbiana para o duodeno.

4.3. MATERIAL E METODOS

As experiéncias com vacas leiteiras em produggo aqui descritas foram realizadas na

Divisdo de Leite e Lacticinios — Estagdo Experimental (Pagos de Ferreira) da Direcgéo
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Regional de Agricultura de Entre-Douro e Minho, Ministério da Agricultura. Esta unidade
de producio de leite possuia, no ano de 2000, cerca de 50 vacas em lacta¢do, com uma
média de produgio de leite, aos 305 dias, de aproximadamente 9000 kg (ANABLE, 2000).
O estudo de incubagdo foi realizado nas instala¢des, da Universidade do Porto, no Campus

Agrario de Vair&o.

4.3.1. Experiéncia 1

Nesta experiéncia foram utilizadas nove vacas Holstein, seis multiparas (nimero de
lactagdo 2,3 + 0,82) e trés primiparas, com um peso vivo inicial de 564 * 55,8 kg. As vacas
encontravam-se, inicialmente, nos 149 + 13,0 dias de lactagéo e a produzir 29 + 4,6 kg leite
dia®. Os animais foram agrupados de acordo com o nimero de lactagfio, os dias em
lactagdo e a produgdo inicial de leite, em trés grupos de trés vacas cada. As vacas foram
distribuidas aleatoriamente, pelos diferentes tratamentos, segundo trés quadrados latinos
3x3. A constitui¢do dos quadrados encontra-se no ANEXO I (QUADRO 1.1.A). Cada periodo
experimental teve uma duragdo de quatro semanas, sendo a recolha de dados efectuada nos
ultimos sete dias. Os animais foram alojados em cubiculos individuais em pavilhdo bem

ventilado, com acesso continuo a 4gua e a minerais (blocos).

As dietas continham (na MS) ca 40% de silagem de milho, 5% de feno de azevém
grosseiramente cortado (5-10 cm) e 55% de alimento concentrado. A silagem de milho foi
ensilada sem aditivos, em silo trincheira, nos finais de Setembro de 1999. Antes da
formulacgio das dietas foram recolhidas amostras representativas da silagem e do feno. No
ANEXO I (QUADRO 1.2.A) apresentam-se as composi¢cdes quimicas respectivas. Os trés
tratamentos foram formulados, de acordo com o AFRC (1993), para um nivel de produgéo
diaria de leite de 32 kg, com os objectivos de serem isoenergéticos, de satisfazerem as
necessidades dos animais em MP e terem diferentes relagdes g ERDP MJ! FME, de modo
a proporcionarem uma grande deficiéncia (RL), uma ligeira deficiéncia (RM) e um ligeiro
excesso (RH) de ERDP em relagiio ao nivel objectivo (11 g ERDP MJ' FME) sugerido
pelo sistema britdnico (AFRC, 1993) para vacas em lactagdo. As diferentes relagdes
ERDP/FME foram obtidas pelo diferente desenho do alimento concentrado (QUADRO 4.1).

As dietas foram fornecidas ad libitum, como alimento completo, utilizando-se para
o efeito uma misturadora, tendo sido repartidas equitativamente em duas refei¢des diarias

(08.30 ¢ 15.00 h). Para o controlo individual da ingestdo, os ingredientes da dieta foram
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diariamente pesados antes de cada refeigéo, tendo os refugos sido diariamente recolhidos e
pesados antes da refeigio da manh3. Durante o periodo de habituagdo dos animais a dieta
foram recolhidas, em dois dias ndo consecutivos de cada semana, amostras representativas
dos alimentos individuais e dos refugos, para determinagfio do teor em MS e subsequente
ajuste da quantidade de alimento a fornecer diariamente a cada animal. O ajuste da dieta
foi realizado de acordo com a ingestio da semana anterior e por forma a permitir um nivel
de refugo, na MS, de 5 a 10% e a manutengéo (na MS) da relagio forragem/concentrado.
Na tltima semana de cada periodo experimental foram recolhidas, diariamente, amostras
representativas dos alimentos individuais e dos refugos que, ap6s determinagéo do teor em

MS, foram acumuladas para posterior analise da composi¢do quimica.

As vacas foram ordenhadas, duas vezes ao dia, as 08.00 h e as 17.30 h. A producéo
de leite de cada vaca foi medida diariamente, com dispositivo automatico, ao longo de todo
o periodo experimental. Em dois dias consecutivos da dltima semana de cada periodo
experimental foram recolhidas amostras representativas de leite de cada vaca e em cada
ordenha. As amostras, com conservante (dicromato de potassio), foram acumuladas por
vaca e por dia, para determinagdo, em fresco, dos teores em proteina, em gordura e em
lactose. Nestes dias, foram também recolhidas amostras de fezes e de urina, de cada vaca,
com oito horas de intervalo, durante 48 horas (as 08.00, 16.00 e 24.00 h). As amostras de
urina foram recolhidas usando uma combinagfio de comportamento, catéter e estimulagdo
vulvar. Os animais foram deixados sozinhos por um periodo tdo longo quanto possivel
antes da recolha, pelo que tiveram tempo para se deitarem e descansarem. As vacas quando
forcadas a se levantar para a recolha tinham, normalmente, como primeiras acgdes urinar e
defecar, tornando mais facil a recolha de uma amostra limpa de urina e de uma amostra
fresca de fezes. As vacas que nfio urinaram espontaneamente durante o periodo de recolha
era, primeiro, realizada a estimulagdo vulvar e, em tltima esténcia, a recolha foi realizada
utilizando um catéter. As amostras de fezes foram recolhidas directamente do recto,
sempre que os animais néo defecaram espontaneamente durante o periodo de recolha. As
amostras de urina e de fezes foram imediatamente armazenadas a -15 °C até posterior
analise.

Nos mesmos dias de recolha das amostras de leite, de urina e de fezes, recolheram-
se, ainda, amostras de sangue de cada vaca, na veia jugular, em tubos de heparina, trés
horas ap6s a refeicio da manhd. Apos a colheita, as amostras foram de imediato

centrifugadas a 3500 rpm durante 10 minutos para separagdo do plasma, que foi
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armazenado a -15 °C até posterior doseamento das concentragdes de glucose, de ureia, de

albumina e de proteinas totais.

Os animais foram pesados 2 mesma hora (ca 11.00 h) no inicio da experiéncia € no
ultimo dia da ultima semana de cada periodo experimental. As temperaturas maxima €

minima no interior do estabulo foram registadas diariamente.

4.3.2. Experiéncia 2

Neste estudo foram utilizadas seis vacas multiparas (nimero de lactagéo 4,0 + 0,89)
e trés vacas primiparas Holstein com um peso vivo inicial de 550 * 49,7 kg. As vacas
estavam, inicialmente, nos 63 + 31,3 dias de lactagdo e a produzir 34 + 5,0 kg leite dia™.
Esta experiéncia foi, também, delineada segundo trés quadrados latinos 3x3, tendo cada
periodo experimental a duragio de quatro semanas e sendo a recolha de dados realizada

nos ultimos sete dias.

Para uma produg#o diaria de leite de 38 kg, foram formuladas trés dietas, a base de
silagem de milho, isoenergéticas, de igual relagio g ERDP MJ! FME, mas com diferente
relacio entre os fornecimentos de QDP e de SDP ao rimen. A relagio QDP/SDP foi
manipulada utilizando, nos alimentos concentrados, ureia, como fonte de QDP, em
detrimento de bagaco de soja (0, 5 e 10 g ureia kg™ alimento para os tratamentos U0, U5 e
U10, respectivamente; QUADRO 4.1.). A silagem de milho foi ensilada sem aditivos, em
silo trincheira, nos finais de Setembro de 2000. Antes da formulagfio das dietas foram
recolhidas amostras representativas da silagem de milho e do feno de azevém, cuja
composi¢do quimica € apresentada no ANEXO I (QUADRO 1.2.A). A distribuigo das vacas
pelos tratamentos (QUADRO 1.1.A; ANEXO I) e o maneio foram tal como na Experiéncia 1.
As dietas eram constituidas (na MS) por 35% de silagem de milho, 5% de feno de azevém
grosseiramente cortado (5-10 cm) e 60% de alimento concentrado, tendo sido distribuidas
como alimento completo e repartidas equitativamente em duas refei¢des didrias, as 08.00 e
as 15.30 h. As vacas foram ordenhadas, duas vezes ao dia, as 07.00 h e as 16.30 h. Em dois
dias consecutivos da Gltima semana de cada periodo experimental foram recolhidas
amostras de urina e de fezes de cada vaca as 06.00, 14.00 ¢ 22.00 h. As amostras de sangue

de cada vaca foram recolhidas quatro horas ap6s a refei¢éio da manha.
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QUADRO 4.1 — Composicio ponderal dos alimentos concentrados experimentais (g kg™)".

Matéria prima RIZ RM® RHZ U0 U5° U10° CEn* CPr'
Trigo grdo 200 170 230 230 210 210 350 -
Corn gluten feed 141 318 55 380 450 470 400 -
Glaten de milho 70 - - - - - - -
Polpa de citrinos 330 55 44 40 45 60 135 -
Bagago de colza 40 180 250 - - - - -
Bagaco de soja, 44% PB 75 50 125 250 190 150 - 380
Bagago de girassol 75 130 190 - - - - 570
Melago de cana 30 30 30 30 30 30 30 30
Gordura hidrogenada’ 6 30 40 30 30 30 30 -
Ureia - - - - 5 10 - 20
Carbonato de célcio - 15 14 15 15 15 17 -
Fosfato bicalcico 11 - - 3 3 3 8 -
Sal 5 5 5 5 5 5 7 -
Bicarbonato de sédio 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8.5 12 -
Oxido de magnésio 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 8 -
Suplemento mineral e vitaminico® 2 2 2 2 2 2 3 -

T0Os alimentos concentrados foram, para cada experiéncia, produzidos de uma s6 vez, na fabrica de alimentos
compostos SODOL, Sociedade Descascadora Ovarense, Lda., Ovar, Portugal.
2 limentos concentrados denominados de acordo com a relagio g ERDP MJ” FME da dieta em que foram
incluidos: RL, RM e RH proporcionaram, respectivamente, uma grande deficiéncia, uma ligeira deficiéncia e
um ligeiro excesso.
3 Alimentos concentrados denominados de acordo com o seu teor em ureia, respectivamente, 0, 5 ¢ 10 g kg'!
E)ara os alimentos U0, U5 e U10.
Alimentos concentrados denominados de acordo com o tipo maioritirio de nutrientes que veiculam,
respectivamente, energético e proteico para CEn e CPr.
5 Acidos gordos de palma hidrogenados (Vetagrialimentar SA, Cantanhede, Portugal).
8Composigio, de acordo com o fabricante: 7500000 TU kg! de vitamina A, 1250000 U kg de vitamina D;,
20000 mg kg™ de vitamina E, 200 mg kg™ de Co, 1000 mg kg™ de Cu, 25000 mg kg™ de Fe, 385 mg kg de
1, 50000 mg kg de Mg, 30000 mg kg™ de Mn, 65 mg kg™ de Se e 20000 mg kg™ de Zn.

4.3.3. Experiéncia 3

Esta experiéncia foi realizada em simultineo com a Experiéncia 2, pelo que as
forragens utilizadas foram as mesmas. Foi, também, delineada de acordo com trés
quadrados latinos 3x3 com periodos de quatro semanas. Foram utilizadas seis vacas
primiparas e trés vacas multiparas Holstein (nimero de lactagéo 3,3 * 0,58) com um peso
vivo inicial de 542 + 37,4 kg. As vacas encontravam-se, inicialmente, nos 127 + 31,0 dias

de lactagfio e a produzir 29 £ 5,9 kg leite dia’l.

Com vista a evitar efeitos perturbadores dos ingredientes da dieta no estudo da

sincronizacdio da disponibilidade de nutrientes no rimen, todos os tratamentos se basearam

116




SUPLEMENTACAO AZOTADA DE SILAGENS DE MILHO

numa unica dieta, formulada para uma produgio diaria de leite de 32 kg, constituida (na
MS) por 45% de silagem de milho, 5% de feno de azevém grosseiramente cortado (5-10
cm), 35% de alimento concentrado energético (CEn) e 15% de alimento concentrado
proteico (CPr; QUADRO 4.1). A dieta base (silagem de milhot+feno de azevém+CEn) foi
fornecida tal como na Experiéncia 2. A sincronizagio das disponibilidades de ERDP e de
FME no rumen foi manipulada pela alteragdo do modo de administragéo do suplemento
proteico, tendo este sido distribuido uma vez ao dia, antes da distribuicéo da dieta de base
na refeicio da manhid (D1), duas vezes ao dia, em duas refei¢des iguais antes da
distribui¢do da dieta de base (D2) ou, como alimento completo, juntamente com a dieta de
base (DU). A distribuicdo das vacas pelos tratamentos (QUADRO 1.1.A; ANEXO I) e o
maneio foram tal como descrito para a Experiéncia 2. Nesta experiéncia, as amostras de

sangue foram recolhidas imediatamente antes e quatro horas apds a refeigdo da manha.

4.3.4. Degradabilidade in sacco dos alimentos experimentais

Duas vacas Holstein (peso vivo 480 e 575 kg) nfo lactantes e ndo gestantes,
fistuladas no ramen (cdnula com 10 cm de didmetro; BAR DIAMOND INC., Parma, Idaho,
USA) foram utilizadas para medir a degradabilidade dos alimentos no ramen. As vacas
foram alimentadas a 1,2x o nivel da conservagdo (AFRC, 1993) com uma dieta constituida
por (na MS) 45% de silagem de milho, 5% de feno de azevém e 50% de alimento
concentrado comercial (QUADRO 4.2). As vacas foram alojadas em cubiculos individuais,
em pavilhdo bem ventilado, e tiveram acesso continuo a 4gua e a blocos de minerais. A
dieta foi oferecida, como alimento completo, repartida equitativamente em duas refei¢des

(09.30 e 17.30 h), tendo sido ingerida na totalidade.

Apbs 15 dias de adaptacio dos animais a dieta, a técnica dos sacos de nylon

QUADRO 4.2 — Composi¢io quimica (g kg™ MS) dos alimentos utilizados no estudo de incubag#o.

Alimento MS' pH Cinza PB GB NDF®  Amido  Ureia
Silagem de mitho 279,3 3,6 37,7 85,2 24,9 5329 239,4 ND
Feno de azevém 837,0 ND 84,3 76,5 11,1 575,0 ND ND

Concentrado comercial® 932,8 ND 90,3 2358 33,5 246,2 215,2 8,6

1 g k g-l .

NDF (isento de cinza). Determinado sem sulfito de sédio. o-amilase ndo foi utilizada no feno de azevém.
315000 UT kg™ de vitamina A, 2500 UI kg de vitamina D; e 40 mg kg™ de vitamina E (de acordo com o
declarado pelo fabricante).

ND = n3o determinado.
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(DRrskOV et al., 1980) foi utilizada para medir a degradabilidade da MS e do N dos
alimentos no ramen. Sacos de nylon (10 x 20 cm; BAR DIAMOND INC., Parma, Idaho, USA)
contendo ca 4 g de amostra de forragem moida com crivo de 4 mm ou de amostra de
concentrados tal qual, foram incubados no rimen de cada vaca, durante 12 horas em dois
dias ndo consecutivos, tendo sido introduzidos imediatamente antes da refeicdo da manha.
No total, foram incubados oito sacos de nylon para cada amostra de alimento (2 vacas x 2
dias x 2 sacos). Imediatamente apés a sua remog&o do rimen, os sacos foram lavados em
agua corrente e congelados a —15 °C. No final das incubagBes, os sacos foram
descongelados e lavados juntamente com os sacos das 0 horas (nfio incubados no rumen)
em maquina de lavar roupa, durante 40 minutos a 40 °C, sendo de seguida secos em estufa
com circulagfo forgada de ar a 65 °C durante 24 horas. Os residuos permitiram o célculo da
degradabilidade da MS. Para o célculo da degradabilidade do N foi doseado o teor em N
nas amostras de alimentos e de residuos acumulados por vaca e por alimento (AOAC,
1990). Entre as duas séries de incubagfio procedeu-se a recolha de fluido ruminal (ca 50
ml), para determinagdo do pH, imediatamente antes da refeicio da manhd (O h) e 1,2, 4, 6,
8, 10 e 12 horas ap0s.

4.3.5. Anilises quimicas

O pH das amostras de silagem de milho foi determinado, em fresco, com um
eléctrodo de contacto (INGOLD, N° 209811250). As amostras dos alimentos, refugos e
fezes foram secas em estufa com circulagfo for¢ada de ar, a temperatura de 65 °C, durante

48 horas, para determinagéo da MS.

Para as determinagdes analiticas a seguir referidas, as amostras dos alimentos, dos
refugos e das fezes foram moidas com crivo de 1 mm. Os teores em cinza ¢ em N
KJELDAHL foram determinados de acordo com as recomendagdes da AOAC (1990). O teor
em PB foi calculado como sendo N KJELDAHL x 6,25 (AOAC, 1990). As fracgdes NDF,
fibra de detergente acido (ADF) e lenhina de detergente 4cido (ADL) foram determinadas
conforme descrevem ROBERTSON e VAN SOEST (1981). A gordura bruta (GB) foi doseada
por extracgio com éter de petroleo utilizando um sistema GERHARDT SOXTEC 2000
AUTOMATIC (AOAC, 1990). Os agucares totais, o fésforo (P), o célcio (Ca) e o teor em
ureia dos alimentos concentrados foram doseados segundo as NORMAS PORTUGUESAS (NP
— 1785, 1986; NP — 873, 1997; NP — 1786, 1985; e NP — 3255, 1986, respectivamente). O
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teor em fibra de detergente 4cido modificada (MADF) das silagens de milho e dos fenos de
azevém foi determinado segundo o método descrito pelo MAFF (1986). O teor em EM das
silagens de milho e dos fenos de azevém foi estimado a partir do teor em MADF,
respectivamente, de acordo com GIVENS (1990) e Moss e GIVENS (1990). O teor em EM
dos alimentos concentrados foi estimado de acordo com a equagfio E3 de THOMAS et al.
(1988). As cinzas insoltiveis no acido cloridrico foram determinadas como descreve a
NORMA PORTUGUESA (NP — 2971, 1985). O amido foi doseado nas amostras moidas a 0,5

mm pelo método enzimatico descrito por SOLOMONSSON et al. (1984).

As concentra¢fes urindrias de alantoina e de creatinina foram determinadas em
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) como descrito por DEWHURST et al.
(1996). Os teores em proteina, em gordura e em lactose das amostras de leite frescas foram
determinados em MILKOSCAN 133 (AOAC, 1990; Foss ELECTRIC, Hiller¢d, Dinamarca).
As concentragbes plasmaticas de proteinas totais, albumina, glucose e ureia foram
determinadas automaticamente (AUTOMATED CHEMISTRY ANALYZER, OLYMPUS, AU640,
Melville, New York), respectivamente, pelos métodos colorimétricos do biureto e do verde
de bromocresol e pelos métodos enziméticos da glucose-oxidase e da urease, descritos por
BAUER (1982).

4.3.6. Analise estatistica

Na Experiéncia 1, uma vaca apresentou uma deslocagéo do abomaso e foi excluida
da analise. Na Experiéncia 2, uma vaca apresentou diarreia durante o primeiro periodo
experimental e outra fracturou uma rétula na ultima semana do terceiro periodo
experimental, pelo que os dados referentes a estas vacas durante os periodos referidos néo
foram utilizados na analise. Ja na Experiéncia 3, devido a uma mamite crénica, uma vaca
foi excluida da analise e os dados referentes a duas vacas com mamite, respectivamente, no
primeiro e no terceiro periodos, € a uma outra vaca que ingeriu alimento n#o

correspondente ao ensaio durante o terceiro periodo foram, também, excluidos da anélise.

Os dados foram sujeitos a analise de varidncia para um delineamento em trés
quadrados latinos 3x3 (STEEL e TORRIE, 1980) utilizando o procedimento General Linear
Model do programa SAS (SAS System for Windows, version 8e, 1999-2001, SAS
INSTITUTE INC., Cary, NC, USA) segundo o modelo linear:

Yiju = p + Qi + Vj(Qp) + Pu(Qy) + Ty + Ejja,
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onde,
Y = variavel dependente
p = média global
Q; = efeito médio do quadrado i
V{(Qi) = efeito médio da vaca j dentro do quadrado i
Pi(Q;) = efeito médio do periodo k dentro do quadrado i
T, = efeito médio do tratamento 1

Eju = erro residual ndo explicado, com distribuigdo assumida normal e

independente.

Para a analise das concentracSes urinarias de alantoina e de creatinina de todas as
experiéncias e dos metabolitos plasmaticos da Experiéncia 3, o modelo incluiu, também, a
hora de recolha e a interacgio tratamento x hora de recolha. Para os parimetros urinarios,
esta interacgdo nunca foi significativa (P>0,05), pelo que foi removida do modelo. Quando
ocorreram diferengas significativas, o teste da diferenca minima significativa (STEEL e

TORRIE, 1980) foi utilizado para comparar as médias.

4.4. RESULTADOS

As temperaturas médias minima ¢ maxima observadas no estdbulo foram,
respectivamente, de 14,1+2,38 e 27,1£5,41 °C durante o periodo em que decorreu a
Experiéncia 1 (Julho, Agosto, Setembro e Outubro de 2000) e 9,3+1,88 e 13,7+2,10 °C
durante o periodo em que decorreram as experiéncias 2 ¢ 3 (Novembro e Dezembro de

2000 e Janeiro e Fevereiro de 2001).

4.4.1. Alimentos experimentais

A composigio quimica, o teor em EM e a degradabilidade in sacco da MS e do N,
as 0 e as 12 horas, dos alimentos utilizados neste estudo encontram-se no QUADRO 4.3. A
silagem de milho usada nas experiéncias 2 e 3 apresentou um teor em NDF inferior (426,7
versus 464,6 g kg'1 MS) e um teor em amido superior (338,0 versus 282,9 g kg'1 MS) a
utilizada na Experiéncia 1. Os valores da degradabilidade da MS e do N desta silagem

foram, também, superiores aos da silagem utilizada na Experiéncia 1.
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Como seria de esperar, os constituintes da parede celular representaram a fraccdo
quantitativamente mais importante dos fenos de azevém. Os alimentos concentrados
utilizados como suplemento da dieta base na Experiéncia 1 dosearam os teores em PB
pretendidos, acompanhando o aumento da relagio ERDP/FME da dieta. O teor mais
elevado em aglicares totais do alimento concentrado RL traduz a maior inclusgo de polpa
de citrinos. Os alimentos concentrados U0, U5 e U10, utilizados na Experiéncia 2,
apresentaram teores em PB, respectivamente, de 230,3,de 2279 ede 2415 g kg'l MS e
dosearam o nivel de ureia pretendido (0, 5,4 ¢ 10,3 g kg MS, respectivamente, para os
alimentos UO, U5 e U10). O CEn e o CPr, utilizados na Experiéncia 3, dosearam,
respectivamente, 151,0 e 377,4 g kg™ MS de PB e 262,4 € 42,5 g kg™ MS de amido. O teor
em ureia do CPr foi de 20,4 g kg™ MS.

A degradabilidade do N, as 12 horas, do alimento concentrado RL foi inferior a dos
alimentos concentrados RM e RH. A degradabilidade do N, as 12 horas, do concentrado
U10 foi superior a dos concentrados U0 e U5, que foram muito semelhantes. Os alimentos
concentrados da Experiéncia 3 apresentaram valores de degradabilidade da MS e do N, as
12 horas, respectivamente, de 80,5% e de 81,2% para o CEn e de 71,3% e de 81,6% para o
CPr. O pH do fluido ruminal recolhido nas duas vacas fistuladas, utilizadas no estudo de
incubagdo, diminuiu, como seria de esperar, apos as refeigdes, tendo atingido o valor

minimo de 5,8, quatro horas ap6s a refeigdo da manhd (FIGURA 4.1).

5 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Tempo ap0s a refei¢io da manhd (horas)

FIGURA 4.1 — Variagio diaria do pH do fluido ruminal recolhido nas duas vacas fistuladas utilizadas no
estudo de incubagéo (valores indicados sdo médias + erros padréo).
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4.4.2. Dietas

No QUADRO 4.4 apresentam-se os teores calculados em EM, FME, ERDP ¢ UDP ¢
a relagio ERDP/FME das dietas utilizadas nas experiéncias 1, 2 e 3. As relagdes
ERDP/FME, calculadas de acordo com o AFRC (1993) e baseadas nos valores de
degradabilidade in sacco do N dos alimentos, foram, para a Experiéncia 1, de 6,7, 10,1 e
11,2 g ERDP MJ! FME, respectivamente, para as dietas RL, RM e RH; e para a
Experiéncia 2 de 10,0, 10,1 e 11,1 g ERDP MI! FME, respectivamente, para as dietas UOQ,
U5 e U10. A relagio ERDP/FME na Experiéncia 3 foide 9,3 g VAR

A composi¢io quimica média das dietas experimentais ingeridas, apds correc¢io
para os refugos, foi muito préxima dos objectivos fixados inicialmente, como se constata
pela analise do QUADRO 4.5. A composi¢do quimica média dos refugos encontra-se no
ANEXO I. O teor em PB das dietas da Experiéncia 1 aumentou com o aumento da relacéo
ERDP/FME. A composi¢do quimica das dietas utilizadas na Experiéncia 2 foi muito

semelhante. Estas dietas e, também, as utilizadas na Experiéncia 3 apresentaram um teor

QUADRO 4.4 — Teores calculados em energia metabolizdvel (EM; MJ kg™ MS), em energia metabolizivel
potencialmente fermentével (FME; MJ kg' MS), em proteina efectivamente degradével no rimen (ERDP; g
kg™ MS) e em proteina no degradavel no rimen (UDP; g kg' MS) e relagio ERDP/FME (g MJ™) das dietas

utilizadas nas experiéncias 1, 2 e 3.

EM FME' ERDP* UDP’ ERDP/FME

Experiéncia 1

RL* 11,4 9,9 66,3 59,2 6,7

RM* 11,2 94 95,1 40,9 10,1

RH* 11,2 9,4 105,3 452 11,2
Experiéncia 2

uo’ 11,9 10,1 101,2 454 10,0

Us® 11,8 10,0 101,3 432 10,1

U10° 11,7 10,0 111,3 39,5 11,1
Experiéncia 3 11,3 9,6 88,9 35,7 9.3

‘Calculada de acordo com o AFRC (1993).

’De acordo com o AFRC (1993), assumindo que a proteina rapidamente degradivel no rimen (QDP) igualou
a degradabilidade da proteina bruta (PB) as 0 horas x teor em PB ¢ a proteina lentamente degradavel no
rimen (SDP) igualou (degradabilidade da PB as 12 horas — degradabilidade da PB as 0 horas) x teor em PB;
calculada como 0,8 x QDP + SDP.

*Calculada como PB — (QDP + SDP).

*“Tratamentos denominados de acordo com a relagio ERDP/FME: RL, RM ¢ RH proporcionaram,
respectivamente, uma grande deficiéncia, ligeira deficiéncia e ligeiro excesso.

Tratamentos denominados de acordo com o teor em ureia dos alimentos concentrados, respectivamente, 0, 5
e 10 g kg para U0, U5 e U10.
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QUADRO 4.5 — Composigio quimica média das dietas ingeridas, apds correc¢do para os refugos, (g kg’ MS),

das experiéncias 1, 2 e 3 (Desvio padréo entre paréntesis).

n Cinza PB NDF' ADF ADL Amido

Experiéncia 1
RL? 8  662(2,04) 140,4(4,64) 347,0(1547) 1809(4,79)  43,1(2,60) 208,1(19,03)
RM2 8 74,6(1,53) 157,0(3,68) 379,5(7,09) 191,3(4,44) 455(1,34) 199,8(15,84)
RHZ 8 723(1,65 1745(1,23) 3553(11,30) 1955(3,17) 482(231) 1962(17,17)
Experiéncia 2
uo’ 9 718(0,44) 167,6(4,38) 309,9(2,36) 152,7(9,85) 29,7(6,40)  266,6 (2,52)
Us® 9 745(122) 167,3(332) 319,9(503) 1483(621) 28,0(2,98) 263,1(557)
U10* 7 752(1,70)  175,5(6,37) 318,7(5,61) 151,6(5,17)  31,3(2,93)  266,9 (4,05)
Experiéncia 3
DU* 7 650(1,59) 1453(3,80) 341,5(9,61) 181,5(8,19) 34,1(2,25) 258,5(3,33)
D2* 7 64,9(1,52) 143,6(3,39) 344,4(7.86) 183,4(7,54) 34,8(1,57) 257,5(4,73)
D1* 7 71,9(156) 144,5(4,74) 342,4(104) 1804 (10,86) 34,2(1,88) 261,1(4,94)

NDF (isento de cinza). Determinado sem sulfito de sédio. a-amilase ndo foi utilizada nos fenos de azevém.
2Tratamentos denominados de acordo com a relagio ERDP/FME: RL, RM e RH proporcionaram,
respectivamente, uma grande deficiéncia, ligeira deficiéncia e ligeiro excesso.

3Tratamentos denominados de acordo com o teor em ureia dos alimentos concentrados, respectivamente, 0, 5
e 10 g kg para U0, US e U10.

4*Tratamentos denominados de acordo com a forma de distribuicdo do alimento concentrado proteico,
respectivamente, como alimento completo com a dieta base, em duas refeigdes antes da dieta base e em uma
refei¢io antes da distribuig#o da dieta base na refei¢do da manhd para DU, D2 e D1.

em amido superior as utilizadas na Experiéncia 1.

A digestibilidade da MS, da MO e da fracgdo NDF das dietas utilizadas nas
experiéncias 1, 2 e 3 foi estimada utilizando como indicador interno as cinzas insoliveis no
acido cloridrico e foi calculada apés correcgdo para o teor em cinzas insoliveis no acido
cloridrico dos refugos. Os valores encontram-se no QUADRO 4.6. A diferente estratégia de

suplementagio azotada ndo afectou significativamente (P>0,05), em nenhuma das

experiéncias, a digestibilidade da MS, da MO e da fracgéo NDF.

4.4.3. Ingestio voluntaria, produgfio e composicio do leite

O QUADRO 4.7 apresenta os valores médios relativos a ingestdo de MS, a produgdo
e composigdo do leite e ao peso vivo dos animais nas experiéncias 1,2 e 3. Os respectivos
quadros de analise de varidncia encontram-se no ANEXO I. A dieta RL promoveu
significativamente (P<0,05) menores ingestio de MS e produgdo de leite do que as dietas

RM e RH. A diferente relagio ERDP/FME das dietas nfio afectou significativamente
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QUADRO 4.6 — Digestibilidade da matéria seca (DMS; kg ke™), da matéria organica (DMO; kg kg) e da
fracgiio fibra de detergente neutro (DNDF; kg kg'™") das dietas das experiéncias 1,2 e 3.

n DMS DMO DNDF
Experiéncia 1
RL! 8 0,791 0,805 0,651
RM! 8 0,780 0,793 0,737
RH' 8 0,721 0,737 0,525
EPM{ 0,0221 0,0212 0,0408
P NS NS ¥
Experiéncia 2
Uo? 0,785 0,797 0,591
Us? 0,762 0,775 0,565
U10? 7 0,779 0,791 0,591
EPM 0,0180 0,0172 0,0335
P NS NS NS
Experiéncia 3
pU? 7 0,777 0,786 0,600
D2’ 7 0,782 0,821 0,661
D1 7 0,741 0,788 0,598
EPM 0,0177 0,0160 0,0263
P NS NS NS

"Tratamentos denominados de acordo com a relagio ERDP/FME: RL, RM e RH proporcionaram,
respectivamente, uma grande deficiéncia, ligeira deficiéncia e ligeiro excesso.

2Tratamentos denominados de acordo com o teor em ureia dos alimentos concentrados, respectivamente, 0, 5
e 10 g kg™’ para U0, US e U10.

3Tratamentos denominados de acordo com a forma de distribuigio do alimento concentrado proteico,
respectivamente, como alimento completo com a dieta base, em duas refei¢des antes da dieta base e em uma
refei¢do antes da distribui¢io da dieta base na refeigdo da manhé para DU, D2 e D1.

1Erro padriio da média.

1P<0,10.

(P>0,05) a produgdo de leite corrigida para 4% de gordura, a composigdo do leite, a
eficiéncia bruta da produgfio de leite e o peso vivo. A eficiéncia de utilizagdo da PB da
dieta, medida como a relagio entre a produgfio de proteina do leite e a ingestio de PB foi
significativamente superior (P<0,01) com a dieta RL, ndo se tendo detectado diferencgas
significativas entre as dietas RM e RH. As vacas primiparas, como seria de esperar,
ingeriram menor quantidade de alimento (primiparas, 19,0 kg MS dia™'; multiparas, 21,2 kg
MS dia™; P<0,001) e produziram, em média, menor quantidade de leite (primiparas, 26,7

kg dia'; multiparas, 30,1 kg dia™'; P<0,001) do que as vacas multiparas.

O aumento da relagdo QDP/SDP da dieta néo teve efeito significativo (P<0,05) em
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nenhum dos pardmetros medidos, com excepgdo da eficiéncia de utilizagdo da PB da dieta
para a sintese de proteina do leite, que foi significativamente inferior (P<0,05) na dieta
U10. As vacas primiparas apresentaram menor ingestdo de MS (primiparas, 21,0 kg MS
dia'l; multiparas, 25,6 kg MS dia'l; P<0,001), menor produgéo de leite (primiparas, 32,2 kg
dial multiparas, 39,2 kg dia’'; P<0,001) e menor teor butiroso do leite (primiparas, 3,18
%; multiparas, 3,88 %; P<0,01) do que as vacas multiparas.

A estratégia de distribui¢o do alimento CPr afectou, apenas, significativamente
(P<0,05), a producdio diaria de leite nfio corrigida para o teor em gordura, tendo a
distribuigio uma vez ao dia (D1) promovido menor produgio de leite (27,9 kg leite dia™),
ndo se observando diferengas quando o CPr foi distribuido como alimento completo (DU)
ou repartido em duas refei¢des (D2). Tal como observado nas experiéncias anteriores, as
vacas primiparas ingeriram menor quantidade de alimento (primiparas, 18,5 kg MS dia™’;
multiparas, 24,3 kg MS dia; P<0,001) e apresentaram menor producdo de leite
(primiparas, 26,1 kg dia’l; multiparas, 34,2 kg dia’l; P<0,001) do que as vacas multiparas.

4.4.4. Excre¢io uriniria de alantoina e de creatinina

Os resultados relativos as concentragdes de alantoina e de creatinina, a relagio A/c
nas amostras de urina e ao fluxo de proteina microbiana para o duodeno, estimado de
acordo com o AFRC (1993), para as experiéncias 1, 2 e 3, estdo apresentados no QUADRO

4.8. Os respectivos quadros de andlise de varidncia encontram-se no ANEXO 1.

As concentra¢fes urindrias de alantoina e de creatinina na Experiéncia 1 foram
significativamente (P<0,05) superiores na dieta com a menor relagio ERDP/FME.
Contudo, a relagdo A/c, qualquer que seja o modo de expressio da concentragdo de
creatinina, ndo foi significativamente (P>0,05) afectada pelo tratamento. A hora de recolha
das amostras de urina nfo afectou (P>0,05) nenhum dos parimetros medidos na
Experiéncia 1. Na Experiéncia 2, a concentragio urinaria de alantoina (P<0,01) e a relagdo
Al/c (P<0,001) foram significativamente inferiores na dieta U5, nio tendo sido a
concentragdo urindria de creatinina afectada significativamente (P>0,05). A hora de
recolha das amostras de urina afectou (P<0,05) todos os paridmetros medidos, com
excepedo da concentracgéio urindria de alantoina, nas experiéncias 2 e 3. Na Experiéncia 3,
apenas a concentra¢io urindria de creatinina foi afectada significativamente (P<0,05) pelo

tratamento, tendo aumentado com a sincronizagio do fornecimento de nutrientes ao rmen.
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QUADRO 4.8 — Efeito do tratamento ¢ da hora de recolha nas concentragdes de alantoina e de creatinina e na
relagdo alantoina/creatinina (A/c) nas amostras de urina e estimativa do fluxo de proteina bruta microbiana

para o duodeno (MCP).

Tratamento EPMt P Hora de recolha EPM P
Experiéncia 1 RL' RM' RH' 8 16 24
n 23 24 24 24 23 24
Alantoina (mmol 1) 58,1° 41,0° 444° 442 * 422 479 534 433 NS
Creatinina (mmol 17) 14,8 11,0° 11,5° 097 * 114 124 135 09 NS
Creatinina (mmol I'' PV®™) 0,13* 0,09® 0,10° 0,008 * 0110 0,10 0,11 0008 NS
A/c (mmol mmol™) 38 3,69 393 0130 NS 379 38 38 01128 NS
Alc (mmol mmol” PV®™) 463 442 466 152 NS 453 456 461 149 NS
MCP (g dia™')* 1294® 2020° 2167° 27,8  ***
Experiéncia 2 uo®  Us® U0’ 6 14 22
n 27 27 21 25 25 25
Alantoina (mmol I') 47,9* 386" 494* 253 * 436 482 44,1 247 NS
Creatinina (mmol I"") 11,4 105 112 050 NS 10,0° 124> 10,6° 049 **
Creatinina (mmol I' PV®™) 0,09 0,09 0,09 0004 NS 008 010° 009" 0,004 **
AJc (mmol mmol™) 4,14 3,70 4,40° 0,118 *** 428 384" 412 0,116 *
A/c (mmol mmol” PV®™)  521°  462° 549* 14,7  **+ 535 480" 517" 144 *
MCP (g dia™)? 2403* 2459° 2690° 30,5  ***
Experiéncia 3 pu* D2* DI* 6 14 22
n 21 21 21 21 21 21
Alantoina (mmol 1) 690 592 533 577 NS 547 648 621 511 NS
Creatinina (mmol 1™) 18,7* 14,6 13,8 1,37 * 1220 17,7 172° 121
Creatinina (mmol I' PV®™) 0,15 0,12 0,11 0,011 * 0,10° 0,14® 0,14° 0010 **
A/c (mmol mmol™) 398 400 391 0213 NS 437° 3,80° 3,72° 0,189 *
A/c (mmol mmol* PV®™) 487 494 479 257 NS 487" 494> 479" 257 *
MCP (g dia")? 1804 1838 1793 20,0 NS

»5.°Na mesma linha valores com diferentes notagdes sdo significativamente diferentes (P<0,05).
"Tratamentos denominados de acordo com a relagio ERDP/FME: RL, RM e RH proporcionaram,
respectivamente, uma grande deficiéncia, ligeira deficiéncia e ligeiro excesso.

2Calculado com base na ingestdo de matéria seca, de acordo com o AFRC (1993), para um tempo médio de
retengdo no rumen de 12 horas.

3Tratamentos denominados de acordo com o teor em ureia dos alimentos concentrados, respectivamente, 0, 5
e 10 g kg™ para U0, US e U10.

*Tratamentos denominados de acordo com a forma de distribui¢io do alimento concentrado proteico,
respectivamente, como alimento completo com a dieta base, em duas refeigSes antes da dieta base e em uma
refeicdo antes da distribuigdo da dieta base na refeicdo da manhé para DU, D2 e D1.

tErro padrdo da média.

* P<0,05.

** P<0,01.

*+x p<0,001.
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4.4.5. Parametros sanguineos

No QUADRO 4.9 estdo apresentadas as concentragBes plasmaticas de glucose, de
ureia, de albumina e de proteinas totais observadas nas experiéncias 1, 2 e 3. O efeito da
hora de recolha da amostra de sangue nos pardmetros sanguineos medidos na Experiéncia
3 estd, também, apresentado no QUADRO 4.9. Os respectivos quadros de andlise de
variancia apresentam-se no ANEXO 1. Todos os pardmetros medidos encontravam-se dentro
da gama de valores considerada normal para vacas adultas (ROSENBERGER, 1993). Apenas
a concentragdo plasmatica de ureia foi afectada significativamente (P<0,001) pela diferente
relagio ERDP/FME da dieta, tendo acompanhado o aumento dessa relagdo. Os tratamentos
efectuados na Experiéncia 2 ndo tiveram efeito significativo (P>0,05) em nenhum dos
pardmetros medidos. A estratégia de distribuicdo do alimento CPr nfio afectou
significativamente (P>0,05) nenhum dos pardmetros sanguineos avaliados. Como seria de
esperar, as concentragdes plasmaticas de ureia e de glucose foram significativamente
diferentes (P<0,001) antes e apds a refeigio da manh3, tendo a primeira aumentado e a
segunda diminuido ca quatro horas apdés a distribuigdio da dieta. A interac¢do entre o
tratamento e a hora de recolha para a concentragiio plasmatica de ureia foi significativa
(P<0,001).

4.5. DISCUSSAO

Nas trés experi€éncias o ajuste semanal da quantidade de alimento a fornecer a cada
animal e em cada dia permitiu que o nivel de refugo objectivo (5-10% na MS) fosse

alcangado.

A adaptacdio dos animais as dietas nas experiéncias 1 e 2 decorreu com
normalidade. Ja na Experiéncia 3 algumas vacas manifestaram, inicialmente, dificuldade
em ingerir a totalidade do alimento CPr, quando este foi oferecido, apenas, numa refei¢do.
A estratégia seguida, nestes casos, para que as vacas se habituassem a ingerir este alimento
passou por misturar o CPr com uma pequena quantidade de silagem de milho, o que levou
os animais, ao fim de alguns dias, a ingerirem rapidamente (5-15 min) e na totalidade todo
o suplemento proteico fornecido. Quando as vacas receberam o alimento CPr repartido em

duas refei¢des ingeriram-no com rapidez e na totalidade.

Apesar das dietas terem sido oferecidas como alimento completo e do feno de

azevém ter sido cortado antes de ser oferecido, o comportamento selectivo dos animais néo
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QUADRO 4.9 — Concentragdes plasmaéticas de glucose, de ureia, de albumina e de proteinas totais nas

experiéncias 1, 2 e 3 e efeito da hora de recolha das amostras de sangue na Experiéncia 3.

n Glucose Ureia Albumina Proteinas totais
mg dI! mg dl’! g dr! gd’!
Experiéncia 1
RL' 8 53,5 23,3" 3,20 8,13
RM! 8 51,7 30,0° 3,28 7,80
RH' 8 55,1 36,5° 322 8,05
EPM{ 1,20 1,06 0,073 0,118
P NS s NS NS
Experiencia 2
uo? 9 62,3 37,9 3,59 7,70
Us? 9 64,6 37,6 3,87 7,45
U10? 7 63,1 39,1 3,75 7,46
EPM 1,47 1,26 0,105 0,156
P NS NS NS NS
Experiéncia 3° Hora de recolha
pu* 7 Antes 68,0 28,6" 3,69 7,47
7 Apos 59,4 31,5% 3,61 727
D2* 7 Antes 68,8 25,1° 3,65 7,35
7 Apbs 57,8 33,5% 3,62 7,30
D14 7 Antes 65,5 23,4° 3,67 7,58
7 Apbs 61,3 35,3¢ 3,64 7,51
EPM 2,24 1,09 0,034 0,086
Efeitos
Tratamento NS NS NS T
Hora de recolha i *kk + NS
Tratamento x Hora de recolha NS *kx NS NS

"&5.%3a mesma coluna valores com diferentes notagdes s3o significativamente diferentes (P<0,05).
"Tratamentos denominados de acordo com a relagio ERDP/FME: RL, RM e RH proporcionaram,
respectivamente, uma grande deficiéncia, ligeira deficiéncia e ligeiro excesso.
2Tratamentos denominados de acordo com o teor em ureia dos alimentos concentrados, respectivamente, 0, 5
e 10 g kg™ para U0, U5 e U10.
3Interacgdo tratamento x hora de recolha para a concentragdo plasmatica de ureia (P<0,001).

“Tratamentos denominados de acordo com a forma de distribui¢Bo do alimento concentrado proteico,
respectivamente, como alimento completo com a dieta base, em duas refei¢des antes da dieta base e em uma
refeigdio antes da distribuigso da dieta base na refei¢do da manhd para DU, D2 e D1.

1Erro padrdo da média.

*** p<0,001.

t P<0,10.

foi completamente evitado, como se constata pela andlise da composi¢do quimica dos

refugos (QUADRO 1.3.A; ANEXO I). Com efeito, os animais deverfo ter seleccionado o
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alimento concentrado e a frac¢@o mais digestivel ou de menor tamanho de particula da
silagem de milho, em detrimento, quer das fracgSes mais fibrosas da silagem de milho,
quer do feno de azevém, pois os teores médios em PB e em amido dos refugos foram
sempre inferiores aos das dietas oferecidas, sendo, pelo contrario, os teores, médios, em

NDF, em ADF e em ADL sempre superiores.

Os valores de ingestdo voluntaria observados na Experiéncia 2 foram superiores aos
registados nas experiéncias 1 e 3. Cabe, porém, realgar que as temperaturas mais elevadas
registadas durante o periodo experimental em que decorreu a Experiéncia 1 poderdo ter
limitado a ingestdo voluntaria dos animais no decurso desta experi€ncia € que na
Experiéncia 3, dos nove animais locados a esta experiéncia, seis vacas eram primiparas.
Por outro lado, na Experiéncia 2 foram utilizadas vacas no primeiro ter¢o da lactagdo e,

consequentemente, com necessidades mais elevadas.

Nas trés experiéncias optou-se por formular dietas que permitissem produgdes de
leite acima dos valores apresentados pelos animais antes do inicio dos ensaios de modo a
ndo limitar, por incapacidade de ingestdo, a produgdo de leite, em particular das vacas

primiparas.

4.5.1. Avaliaciio das dietas

Na Experiéncia 1 pretendeu-se formular dietas isoenergéticas, que satisfizessem as
necessidades dos animais em MP, mas que diferissem na relagdo ERDP/FME. Com efeito,
a estimativa do teor em EM, através da aplicagéio das equagdes britdnicas aos resultados
das andlises quimicas dos alimentos, validdu a hip6tese de que as dietas; eram, de facto,
isoenergéticas, tal como era pretendido. O objectivo em termos de relagio ERDP/FME era
que as dietas proporcionassem uma grande deficiéncia, uma ligeira defici€ncia e um ligeiro
excesso de ERDP em relagio ao nivel objectivo de 11 g ERDP MJ' FME indicado pelo
AFRC (1993) para vacas leiteiras, respectivamente, 8, 10 e 12 g ERDP MJ! FME. No
entanto, os resultados obtidos in sacco mostraram que, embora este objectivo ndo tenha
sido inteiramente cumprido, se pode continuar a considerar que as dietas proporcionaram
uma grande e uma ligeira deficiéncia e um ligeiro excesso de ERDP, sendo a maior
deficiéncia utilmente maior do que o previsto com base em valores tabelados. As
estimativas das relagdes ERDP/FME foram, também, confirmadas pelos valores de

concentragio plasmatica de ureia que aumentaram com o aumento da relagio ERDP/FME
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das dietas. Apesar das grandes diferengas no teor em ERDP das dietas, todas elas
satisfaziam ou mesmo excediam as necessidades em MP das vacas (AFRC, 1993). Com a
dieta RL isto foi conseguido gracas a baixa degradabilidade da PB do alimento
concentrado RL (QUADRO 4.3).

Na Experiéncia 2, embora o objectivo de dietas isoenergéticas tenha sido quase
atingido, a relagio ERDP/FME, calculada para um tempo médio de retengéo no rimen de
12 horas, para a dieta U10 foi superior do que para as dietas U0 e U5. Contudo, esta
discrepancia aparente nfo foi confirmada por diferengas nas concentragoes plasmaticas de
ureia. Além disso, a concentragio plasmatica de ureia relativamente elevada nesta
experiéncia sugere que a sintese de PB microbiana foi limitada pelo fornecimento de FME.
A relagio ERDP/FME relativamente baixa da dieta utilizada na Experiéncia 3 foi ao

encontro dos objectivos de formulagéo.

Embora alguns estudos apontem maior digestibilidade da dieta com o maior
fornecimento de PB (VAN HORN ef al., 1979; HA e KENELLY, 1984; JANICKI ef al., 1985;
WEIGEL et al., 1997), provavelmente devido & maior disponibilidade de amoniaco,
aminoacidos ou de péptidos para o crescimento dos microrganismos do ramen (OLDHAM,
1984; CHENOST e DULPHY, 1987), a digestibilidade estimada, utilizando o marcador
interno cinzas insoluveis no acido cloridrico, da MS, da MO e da fracgdo NDF das dietas
utilizadas em cada experiéncia nfo foi afectada significativamente pelos tratamentos, indo
ao encontro dos resultados obtidos por outros autores (LEONARD e BLOCK, 1988;
KLUSMEYER et al., 1990a; MABJEESH et al., 1997). Sublinhe-se, porém, que sdo conhecidas
vérias fontes de erro inerentes a estimativa da digestibilidade dos alimentos ou da dieta
pela utilizagio deste marcador, tais como o desconhecimento da origem e da natureza dos
compostos siliciosos (VAN SOEST, 1994), a absor¢Ho ¢ a excrego na urina de substancias
siliciosas soltiveis, as baixas concentragdes em silica de alguns alimentos (VAN KEULEN e
YOUNG, 1977) e as contaminagdes das amostras de alimentos (VAN SOEST, 1994) e de

fezes (VAN KEULEN e YOUNG, 1977) por terra.

Apesar das limitagSes, optou-se, neste estudo, pela utilizagdo deste marcador. Esta
escolha deveu-se a elevada recuperagiio nas fezes das cinzas insoluveis no 4cido cloridrico
(OHAJURUKA e PALMQUIST, 1991; MAYES e DOVE, 2000), a auséncia, em varios estudos,
de efeito do dia e da hora de recolha das fezes na estimativa da digestibilidade (VAN
KEULEN e YOUNG, 1977; THONNEY et al., 1985; FERREIRA, 2002), ao fornecimento de

estimativas precisas da digestibilidade, quando comparadas com os valores obtidos com
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recolha total de fezes (VAN KEULEN e YOUNG, 1977; THONNEY et al., 1979; BLOCK et al.,
1981), ao facto de 15 dias de habituacfio dos animais & dieta serem suficientes para a
determinacdo de concentragdes fecais relativamente constantes deste marcador (FERREIRA,

2002) e a sua determinag8o analitica mais simples e, consequentemente, de menor custo.

As concehtrag:(")es médias de cinzas insohiveis no acido cloridrico nas amostras de
alimentos foram, neste estudo, superiores ao teor de 7,5 g kg’ MS apontado por
THONNNEY et al. (1985) como limite minimo necessario para a obtengdo de estimativas

precisas da digestibilidade.

4.5.2. Ingestio voluntaria

O efeito do teor em PB da dieta na ingestdo voluntiria de vacas leiteiras ndo é
consistente. Com efeito, como se pode observar no QUADRO 4.10, alguns autores
observaram que a ingestfio voluntaria ndo foi afectada significativamente para dietas com
teores em PB (g kg MS) superiores a 110 (KLUSMEYER et dl., 1990a), a 120 (CRESSMAN
et al., 1980; BARNEY et al., 1981b; POLAN et al., 1985; WOHLT et al., 1991; METCALF et
al., 1994), a 135 (JANICKI et al., 1985; GRINGS et al., 1992b), a 140-160 (HA e KENNELLY,
1984; HENDERSON et al., 1985; HOWARD et al., 1987, LEONARD e BLOCK, 1988;
MCGUFFEY et al., 1990; KM et al., 1991; ZIMMERMAN ef al., 1991 e 1992; CHRISTENSEN
et al., 1993; KOMARAGIRI € ERDMAN, 1997; BACH ef al., 2000) e a 170-175 (BRUCKENTAL
et al., 1989; ATWELL et al., 1991; GRINGS ef al., 1991; ROBINSON et al., 1991). Todavia,
noutros trabalhos foram observados aumentos na ingestfio voluntaria quando o teor em PB
(g kg™ MS) da dieta aumentou até 180 (LUNDQUIST ef al., 1986; WEIGEL ef dl., 1997), 190
(CLAYPOOL et al., 1980; CANFIELD et al., 1990; CUNNINGHAM et al., 1996) e 238 (DHIMAN

e SATTER, 1993).

Mas, a interpretagdo dos efeitos da suplementagio azotada na resposta produtiva de
vacas leiteiras é dificultada pelo facto de a qualquer alteragcdo do teor em PB da dieta
estarem, geralmente, associadas, simultaneamente, alteragdes nos teores em energia, em
RDP ou em DUP, podendo, ainda, a alteragfio do teor em RDP das dietas obrigar, se o
objectivo for garantir a cobertura das necessidades em MP dos animais, a que o teor em

DUP, também, varie.

O objectivo da Experiéncia 1 consistiu no estudo do efeito da relagio ERDP/FME

das dietas na resposta produtiva dos animais. Para que os efeitos observados pudessem ser
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QUADRO 4.10 — Efeito do teor em proteina bruta (PB, g kg MS) da dieta na ingestdo de matéria seca (IMS,

kg dia™), na producdo de leite (PLeite, kg dia), na produgdo de leite corrigida para o teor em gordura (FCM,

kg dia™), no teor (T, %) e na produgéo (PR, kg dia") de gordura (G) e de protefna (P) do leite.

Ref.

Forragem base

PB

Efeito do aumento do teor em PB da dieta

IMS

PLeite

FCM

PR T PR

{1

[2] 1,2

[2r

[2]2,4

[2F

B3]

[4]

[5]

(6]

SM

SM

SM

SS

SM

127
163
193
124
151
177
124
151
177
124
151
177
124
151
177
122
141
156
178
130
150
170
190
145
147
157
227
136
153

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS NS

NS

NS

NS NS

NS + NS

[1] CLAYPOOL et al., 1980; [2] CRESSMAN et al., 1980; [3] BARNEY et al., 1981b; [4] HA ¢ KENNELLY, 1984,

[5] HENDERSON ef al., 1985; [6] JANICKI et al., 1985.

FL = feno de luzerna; SM = silagem de milho; SS = silagem de sorgo
"Multiparas; 25 a 6 semanas pos-parto; 312 a 13 semanas pos-parto; *Primiparas.
Efeitos: (NS) ndo significativo; (-) negativo; (+) positivo.
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QUADRO 4.10 — Efeito do teor em proteina bruta (PB, g kg MS) da dieta na ingestfio de matéria seca (IMS,
kg dia™), na produgdo de leite (PLeite, kg dia™), na produgdo de leite corrigida para o teor em gordura (FCM,
kg dia™), no teor (T, %) e na producio (PR, kg dia™) de gordura (G) e de proteina (P) do leite (continuaggo).

Ref. Forragem base PB Efeito do aumento do teor em PB da dieta

IMS  PLeite FCM G P

7] SM 144

159

174 NS + NS NS NS NS

154

170

184 NS + NS NS NS NS

145

161

183 NS + NS NS NS NS
[8] SM 125

180 + + + NS + NS +
91 SS 150

200 NS + NS NS
[10] SM 154

207 NS NS + + + NS +
[i1;*  SM/ST 170

210 NS NS NS NS
[y 170

210 NS NS NS NS
[12] SM 165

192 + +
[13] SM 140

170 NS NS NS NS NS
[14] SM 110

145 NS + + NS + NS +
[15] PTT 129

136

175 +

225

[71 POLAN et al., 1985; [8] LUNDQUIST et al., 1986; [9] HOWARD et al., 1987; [10] LEONARD e BLOCK, 1988;
[11] BRUCKENTAL et al., 1989; [12] CANFIELD et al., 1990; [13] MCGUFFEY et al., 1990; [14] KLUSMEYER et
al., 1990a; [15] ATWELL et al., 1991.

PTT = palha de trigo tratada com peréxido de hidrogénio; SM = silagem de milho; SS = silagem de sorgo;
ST = silagem de trigo;

"Multiparas; *Primiparas.

Efeitos: (NS) néo significativo; (-) negativo; (+) positivo.
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QUADRO 4.10 — Efeito do teor em proteina bruta (PB, g kg MS) da dieta na ingestdo de matéria seca (IMS,
kg dia™), na produgio de leite (PLeite, kg dia™), na produgdo de leite corrigida para o teor em gordura (FCM,
kg dia™), no teor (T, %) e na produgdo (PR, kg dia™) de gordura (G) e de proteina (P) do leite (continuac&o).

Ref. Forragem base PB Efeito do aumento do teor em PB da dieta

IMS  PlLeite FCM G P

T PR T PR

[16] FL 138

175 + + NS + NS +

204

239
[177  SM/FL 160

180 NS NS NS NS NS NS NS
[18] SL 171

236 NS
[19] SM 120

160 NS + + NS + NS +
[20) FG 140

180 + + + + NS +

220 NS
[21] FL 139

160

181 +

203 NS + +
22] FL 144

187 NS NS NS NS NS NS NS
23]  SM/HL 164

194 NS NS NS NS NS NS NS
24] SL 187

238 + + + NS + NS +

192

223 NS + + NS + + +
[25] SE 124

172 NS NS
26) SM 145

165 +

185 + NS + + + +

[16] GRINGS et al., 1991; [17] KM et al., 1991; [18] ROBINSON et al., 1991; [19] WOHLT et al., 1991; [20]
ZIMMERMAN ef al., 1991; [21] GRINGS et al., 1992b; [22] ZIMMERMAN et al., 1992; [23] CHRISTENSEN ef al.,
1993; [24] DHIMAN e SATTER, 1993; [25] METCALF et al., 1994; [26] CUNNINGHAM et al., 1996.

FG = feno de gramineas; FL = feno de luzerna; HL = feno-silagem de luzerna; SE = silagem de erva; SL =
silagem de luzerna; SM = silagem de milho.

Efeitos: (NS) ndo significativo; (-) negativo; (+) positivo.
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QUADRO 4.10 — Efeito do teor em proteina bruta (PB, g kg MS) da dieta na ingestdio de matéria seca (IMS,
kg dia™"), na produggo de leite (Pleite, kg dia™), na produgdo de leite corrigida para o teor em gordura (FCM,
kg dia™), no teor (T, %) e na produgdo (PR, kg dia™") de gordura (G) e de proteina (P) do leite (conclus3o).

Ref. Forragem base PB Efeito do aumento do teor em PB da dieta
IMS  PLeite FCM G P
T PR T PR

[27] SM 160

190 NS NS NS NS NS + NS
[28] HL 150

180 + NS NS NS NS NS NS
291 SM 152

174 NS + + NS + NS +
[29 SM 133

153 NS NS NS NS NS NS NS
297 SM 126

142 + NS NS NS NS NS NS
[30] SM 150

180 NS NS NS NS NS NS

[27] KOMARAGIRI ¢ ERDMAN, 1997; [28] WEIGEL et al., 1997; [29] KALSCHEUR et al., 1999; [30] BACH et
al., 2000.

HL = feno-silagem de luzerna; SM = silagem de milho;

'Inicio da lactag@o: 4* — 14* semana; “meio da lactagfio: 19°- 29* semana; *final da lactagfio: 34* — 44° semana.
Efeitos: (NS) ndo significativo; (-) negativo; (+) positivo.

imputados sobretudo a fermenta¢&io no rumen, as dietas foram delineadas com diferentes
ingredientes ¢ de modo a satisfazerem as necessidades em MP dos animais € a
proporcionarem diferentes relacées ERDP/FME. As dietas apresentaram diferente teor em
PB, que aumentou com o aumento da relagio ERDP/FME, mas este aumento no teor em
PB resultou, sobretudo, do aumento do teor em RDP por forma a se evitar a dificuldade de
interpretag@io dos resultados quando ¢ dificil distinguir se as vacas respondem ao aumento
do teor em RDP ou a ambos os teores em RDP e em UDP. A dieta com 10,1 g ERDP MJ!
FME foi suficiente para impedir a depress@o na ingestdo voluntaria. Este nivel de ERDP
situa-se abaixo do nivel (11 g ERDP MJ"' FME) sugerido pelo sistema britanico da
proteina metabolizavel (AFRC, 1993) para vacas leiteiras em lacta¢fo. Ja a diminuig¢io
marcada da ingestdo voluntaria com a dieta RL sugere que os microrganismos do rimen
estavam perante um défice em RDP, indo ao encontro dos resultados obtidos em varios

estudos (CHENOST e DULPHY, 1987; DHIMAN e SATTER, 1993; WEIGEL et al., 1997).

O efeito estimulante da fracgdo RDP parece envolver um ciclo de melhor eficiéncia
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de sintese de proteina microbiana, aumento da digestibilidade da MS, aumento da taxa de
diluigdo, aumento da ingestio voluntaria e, finalmente, aumento da ingestdo de energia. Os
resultados de VAN HORN ef al. (1985) suportam o principio de que o aumento da proteina
da dieta pode conduzir ao aumento da ingestdo de energia. Estes autores, quando fizeram
variar a relagfio energia/proteina (TDN/PB) da dieta, observaram uma tendéncia para
maiores respostas produtivas ao aumento da proteina quando a energia foi restringida. Pelo
contrario, MACLEOD et al. (1984) demonstraram a existéncia de resposta produtiva a
proteina em dietas com baixo ou elevado teor em energia; contudo, nesse estudo, foram
utilizadas vacas na primeira lactagio, que tém maiores necessidades em energia para o

crescimento.

Mas, os efeitos do teor em proteina da dieta na ingestdo voluntéria podem ser,
também, atribuidos a outros factores (FIGURA 4.2). Neste contexto, FAVERDIN et al. (2003)
consideram ser possivel enumerar trés grandes mecanismos de acgdo das proteinas na
ingestdo: (1) o equilibrio em aminoacidos, teoria ja proposta para oS animais
monogastricos, mas passivel de regular a ingestio de animais ruminantes, na medida em
que é sabido que certos aminoéacidos sdo precursores de neuropéptidos implicados na
regulagiio da ingestio voluntéria, sendo, também, possivel que os aminoacidos “informem™
directamente o cérebro dos desequilibrios em aminoacidos e provoquem modifica¢des na
ingestdo, embora isto nfio tenha sido, ainda, demonstrado em animais ruminantes
(GIETZEN, 1993); (2) a sintese proteica na glindula maméria requer quantidades elevadas
de energia, pelo que o aumento da quantidade de aminoécidos disponiveis para a sintese do
leite pode conduzir a uma maior taxa de utilizagio de outros metabolitos do sangue,
podendo aumentar o metabolismo energético; e (3) acgbes indirectas dos alimentos
proteicos na ingestdo, uma vez que a incorporagéio de matérias primas ricas em proteina é
geralmente feita em detrimento de outras matérias primas, sobretudo energéticas, o que
conduz, em geral, 4 diminui¢io da proporgdo de glicidos rapidamente degradaveis no
rimen, que pode diminuir a produgiio de certos produtos finais da digestdo e que as
proteinas podem actuar na regulagio do pH do rmen e do sangue, o que contribui para
explicar as maiores respostas na ingestio voluntaria a0 aumento do teor em proteina em

dietas sem substincias tampdo ou alcalinizantes (RICO-GOMEZ e FAVERDIN, 2001).

O facto de a ingestfio voluntéria nfio ter aumentado quando a relagdo ERDP/FME
da dieta aumentou, da dieta RM para a dieta RH, sugere que as necessidades em N dos

microrganismos do rmen, provavelmente, ja estariam asseguradas. Nestas situacdes, €
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- Sobrecarga (Encombrement) + Sintese proteica

Z

\ A
+ Ureia €——— + Aminoécidos absorvidos Circulagdo sanguinea

v

Equilibrio + Produgéo o P - Reservas

em aminOéCidOS? / ...............................
M P

p T Ingestio

FIGURA 4.2 — Representaciio esquematica dos mecanismos de acgio das proteinas na regulagio da ingestio.
ADAPTADO DE FAVERDN ef al. (2003).

conhecido que todo o fornecimento suplementar de N solivel ao rimen, de natureza
proteica ou nfo, nfo terd, no geral, qualquer efeito sobre a ingestfio voluntaria (KNIGHT,
1973; POLAN et al., 1976; WOHLT e CLARK, 1978; REDMAN et al., 1980; KERTZ et al.,
1982; ROOKE et al., 1987; CHOUNG e CHAMBERLAIN, 1995). Além disso, mesmo que 0
défice em N degradavel tenha sido ligeiro, a reciclagem de N para o rimen pode ter
coberto as necessidades em N dos microrganismos e, neste caso, a suplementagéo com
RDP n#o traz qualquer beneficio (RICO-GOMEZ e FAVERDIN, 2001; FAVERDIN et al., 2003).
Contrariamente, quando o fornecimento de RDP na dieta € excessivo, alguns autores
verificaram que a maior produgdo de amoniaco provoca uma paragem da motricidade
ruminal ¢ uma importante diminuigdo da actividade microbiana, bem como uma

diminui¢do significativa do apetite (KERTZ et al., 1983; CHOUNG et al., 1990).

Nesta experiéncia (Experiéncia 1), apesar de o objectivo ter sido estudar a fungéo
ruminal, as dietas apresentaram teores em UDP diferentes, pelo que este efeito ndo deve
ser totalmente ignorado. Com efeito, recentemente, um ensaio de infusdo de proteinas
hidrolisadas de soja, no riimen e no duodeno de vacas leiteiras, mostrou claramente a acgéo
das proteinas digestiveis no intestino, na ingestfio voluntaria (FAVERDIN et al., 2003), bem

como os efeitos indirectos das proteinas infundidas via reciclagem de N no ramen. As
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vacas receberam uma dieta completa, distribuida ad libitum, constituida por 60% de
silagem de milho e 40% de alimento concentrado. O teor em proteina da dieta era baixo
(88 g PDIME unidade forrageira “leite”! (UFL)), mas esta era equilibrada em N
degradavel. Cada tratamento teve uma duragfio de quatro semanas. A ingestio voluntaria
aumentou significativamente cerca de 2 kg MS dia' com as infusdes duodenais de
proteina, nio tendo sido afectada pelas infusdes no ramen. O fornecimento de proteinas
intestinais modificou, também, o comportamento alimentar dos animais, tendo aumentado
a velocidade de ingesto e diminuido o nimero de refeigSes. Esta resposta na ingestdo
voluntéaria depende, contudo, da duragio do tratamento, sendo menor e independente das
quantidades fornecidas em ensaios de duragdio inferior a um més por tratamento, €, em
média, duas vezes superior e, provavelmente, dependente da dose de proteina fornecida,
em ensaios de duragio mais longa (FAVERDIN et al., 1998; VERITE e DELABY, 1998;
FAVERDIN et al., 2002 e 2003). Daqui decorre que o maior teor em UDP da dieta RL pode
ter permitido que a depressdo observada na ingestdo voluntéria ndo fosse tdo extensa e que

seja passivel de ser atribuida maioritariamente ao défice em ERDP.

A albumina do soro tem sido utilizada como indicador da quantidade suficiente de
proteina na dieta. A concentrag@o de albumina diminui com ingestBes inadequadas de PB,
mas n3o aumenta acima dos valores normais com elevadas ingestdes de PB (BLAUWIEKEL
e KINCAID, 1986). Neste estudo (Experiéncia 1), a dieta nfio afectou significativamente a
concentragdo plasmatica de albumina, indo ao encontro dos resultados de outros estudos
(ERFLE et al., 1974; MANSTON et al., 1975; JORDAN et al., 1983; BLAUWIEKEL e KINCAID,
1986). Igualmente, a concentragio plasmatica de proteinas totais, também um indicador da
quantidade de PB ingerida, nfo foi afectada de forma significativa pelo aumento do teor
em PB da dieta, tal como verificado por JORDAN et al. (1983) quando o teor em PB
aumentou de 12 para 23%. Ao contrario do observado por CANDFIELD ef al. (1990), a
concentragiio plasmatica de glucose no foi maior nas vacas primiparas, mas 0s resultados
viio de encontro aos obtidos por BACH et al. (2000), de que o teor em PB da dieta néo

afecta a concentra¢do plasmatica de glucose.

O tipo e a quantidade de energia disponivel para a fermentagdo microbiana, bem
como o tipo de proteina e a sincronizagio das disponibilidades de energia e de N no rimen
devem, também, ser considerados na interpretagio das respostas ao teor em PB da dieta. A
alteragio do fornecimento de energia e de N aos micrébios do ramen pela alteragdo dos

ingredientes da dieta (alteragio da relago QDP/SDP; Experiéncia 2) ou pela alteragéo dos
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padrdes de alimenta¢do do CPr (Experiéncia 3) ndo afectou a ingestéo de MS. Isto pode ter
resultado dos niveis elevados de NSC nestas dietas, que poderdo ter permitido uma maior
eficiéncia de utilizacdio da fraccdo RDP (STERN et al., 1978; MACGREGOR ef al., 1983;
CASPER € SCHINGOETHE, 1986; JAQUETTE et al., 1987; CAMERON ef al., 1991).

Mas, na interpretagdo dos resultados da Experiéncia 2, deve considerar-se, ndo s6 o
efeito da alteracio QDP/SDP da dieta na sincronizagdo das disponibilidades de N e de
energia no ramen, mas, também, que essa relagio foi alterada pela substitui¢do do tipo de
substrato azotado que, como ja discutido no CAPITULO 2, pode afectar a fungdo ruminal.
Na literatura, o efeito da substituigfio, na dieta, de fontes de proteina verdadeira por fontes
de N niio proteico, na ingestdo voluntéria de vacas leiteiras € contraditério. Alguns autores
referem que suplementos de proteina verdadeira, especialmente com baixo teor em N
soltvel, estimulam a ingestio voluntiria em maior extenséio do que dietas com ureia ou
com fontes de N mais soluveis (JONES ef al., 1975; SATTER e ROFFLER, 1975; POLAN et al.,
1976; MAIDOUB et al., 1978; WOHLT e CLARK, 1978; CLARK e DAVIS, 1980), enquanto
outros ndo verificaram qualquer efeito na ingestdo voluntaria (HUBER e KUNG, 1981;
KUNG e HUBER, 1983; CASPER € SCHINGOETHE, 1989; CASPER ef al., 1990; SANNES et al.,
2002). SANTOS et al. (1998) procederam a comparagdes de ensaios a partir de 12 trabalhos
publicados nos quais foi adicionada ureia entre 0,4 ¢ 1,8% da MS da dieta, tendo a ureia
substituido parcial ou totalmente bagaco de soja, dréches de cevada, bagagco de soja
expandido, bagago de soja + farinha de peixe ou subprodutos de origem animal. Estes
autores verificaram que a ingestio de MS nZio foi afectada significativamente em 17

comparagdes, tendo aumentado em duas e diminuido em cinco.

Por outro lado, o grande volume de investiga¢do que tem sido levado a cabo sobre a
utilizagdo de ureia na dieta da vaca leiteira, nfio permite, ainda, porque a variagdo na
resposta € elevada, saber, com precisfo, que quantidade de ureia pode ser utilizada sem
perdas de eficiéncia. Provavelmente, alguma da variag@io pode ser atribuida a diferentes
condi¢bes experimentais, pois muitos estudos foram de curta duragéo, conduzidos com
vacas de baixa produgio; nalguns estudos as vacas foram alimentadas ad libitum, com
forragem de elevado teor em N, pelo que pouco ou nenhum N adicional era necessario para
cobrir as necessidades para producio e manutengdo; e, em muitos estudos, a ingestdo de
energia era baixa, o que, tornando as necessidades em N degradavel também baixas, ndo
mostra as possiveis diferengas entre fontes de N (WARD et al., 1955; LOOSLI ¢ WARNER,
1958; HUBER et al., 1967; VAN HORN et al., 1967; BRODERICK et al., 1993).
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Mas, no estudo do efeito do nivel de inclusdo de ureia no desempenho produtivo
dos animais temos, também, de ter em consideracfo a fraca palatabilidade dos alimentos
concentrados com ureia, observada por varios autores (WARD et al., 1955; LOOSLI e
WARNER, 1958; HUBER et al., 1967; HOLTER et al., 1968b; KERTZ et al., 1982). Este
problema parece ser maior em vacas leiteiras do que noutros ruminantes e tende a
aumentar com o nivel de produgio de leite, talvez devido a0 maior consumo de alimentos
concentrados com elevados teores em proteina (HELMER e BARTLEY, 1971). De facto,
alimentos com ureia promovem uma taxa de consumo mais lenta quando os niveis de ureia
atingem os 2% (LOOSLI e WARNER, 1958; HUBER et al., 1967), ndo se observando qualquer
efeito para niveis entre 1,5 e 2% (LOOSLI ¢ WARNER, 1958). A fraca palatabilidade da ureia
pode trazer problemas adicionais se o alimento concentrado for fornecido na sala de
ordenha (HOLTER et al., 1968b), sendo a silagem de milho efectiva em mascarar esse efeito
(HUBER et al., 1967 e 1973). A utiliza¢8o de ureia em dietas completas dilui a ureia total na
dieta e diminui os problemas com a palatabilidade (BARTLEY e DEYOE, 1981). Na
Experiéncia 2, as vacas nfio apresentaram dificuldade de ingestdo das dietas com ureia,
mas saliente-se que, neste caso, as dietas eram completas, a base de silagem de milho € o

nivel maximo de ureia no alimento concentrado foi de 1%.

Na Experiéncia 3 manipuldmos a sincronizagéio das disponibilidades de N e de
energia no riamen alterando o modo de distribui¢o do suplemento proteico. Teoricamente,
seria de esperar que o maior sincronismo no ramen maximizasse o crescimento microbiano
que, por sua vez, poderia promover maior digestdo dos alimentos no rimen e,
consequentemente, maior ingestdo voluntaria e produgéo de leite. Contudo, no CAPITULO 3
verificimos que a evidéncia experimental no que respeita a0 aumento da sintese € da
eficiéncia de sintese de proteina microbiana com dietas sincronizadas ¢ contraditéria.
Alguns ensaios produtivos com vacas leiteiras demonstram, também, que dietas
sincronizadas, em termos de disponibilidade de N e de energia no rimen, néo afectam, ou
mesmo diminuem, a ingestdo voluntaria (BILODEAU et al., 1989; CASPER € SCHINGOETHE,
1989; MCCARTHY et al., 1989; CASPER et al., 1990; ALDRICH et al., 1993; PETIT e
TREMBLAY, 1995b; CASPER et al., 1999). Contudo, dado que na maioria dos estudos a
sincronizacgio foi alterada pela substituigdo de fontes de NSC menos fermentaveis por
outras fontes de NSC mais fermentaveis, sendo a cevada a fonte de NSC rapidamente

fermentavel mais utilizada, pode questionar-se se a diminui¢do observada na ingestdo

voluntéria ¢ devida a diminuigdo do pH do rumen ou a palatabilidade da fonte de NSC
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(cevada; BILODEAU et al., 1989; CASPER ¢ SCHINGOETHE, 1989; MCCARTHY et al., 1989,
CASPER et al., 1999), embora a redugfo na ingestdo de dietas a base de cevada, observada
por CASPER et al. (1990), nfio estivesse associada com redugdo no pH do rumen.
Contrariamente, HERRERA-SALDANA et al. (1990) nfo observaram diferengas na ingestdo
quando a cevada substituiu o sorgo em dietas para vacas leiteiras. Segundo HOOVER e
STOKES (1991), com base em resultados de estudos in vitro e in vivo, a taxa de digest&o dos
hidratos de carbono é o principal factor que controla a energia disponivel para o

crescimento microbiano.

DAWSON (1999) refere que os animais ruminantes podem detectar o assincronismo
da disponibiliza¢do de nutrientes no ramen. Especula, ainda, que as vacas desenvolveram
mecanismos para ultrapassar ou minimizar os seus efeitos, quer alterando o seu padrdo de
ingestdo de alimentos, para evitar excessiva concentragio de amoniaco, quer pelo
armazenamento de hidratos de carbono pelos micrébios do raimen em periodos de défice
em N, quer pela maior reciclagem de ureia para o rimen. A interacgéo significativa entre o
tratamento e a hora de recolha de sangue na concentragdo plasmatica de ureia confirma o
alcangar do nosso objectivo inicial de gerar padrdes diferentes de ingestdo de N entre os
trés tratamentos na Experiéncia 3, sugerindo, também, que as vacas ndo conseguiram

ultrapassar completamente as manipulagdes impostas de sincronismo.

A dieta D1 representa um grau de assincronismo muito superior ao usualmente
observado na pratica, pelo menos com dietas & base de silagem de milho. Todavia, o teor
relativamente baixo em PB das dietas utilizadas na Experiéncia 3 permitiu-nos identificar
os efeitos da sincronizag¢do, uma vez que os efeitos no rimen ndo terdo sido mascarados
por excesso de RDP, nem de UDP. Apesar da natureza extrema da dieta D1, apenas se

observou uma pequena e nio significativa reduggo da eficiéncia de utilizagdo do N.

4.5.3. Excre¢io urindria de alantoina e de creatinina

Na impossibilidade de se proceder a recolha da totalidade da urina, porque os
animais, para serem ordenhados, tiveram de se deslocar & sala de ordenha, e porque a
maior parte dos dispositivos ensaiados, para a recolha total de urina, se tém revelado
insatisfatérios (por cairem, nfo permitirem detectar o estro, causarem irritagdes na pele,
reduzirem a ingestdo voluntaria e interferirem, geralmente, com outros aspectos do

desempenho animal; R.T. EVANS, 2000, c. p.), foi decidido, neste estudo, fazer a recolha
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de amostras de urina e, utilizando a creatinina como marcador interno de estimativa do
volume, utilizar a relagio A/c como método ndo invasivo de estimativa do fluxo de
proteina microbiana para o duodeno. Deste modo, foi imposto menor desconforto s vacas,
eliminou-se a necessidade de ordenha no estdbulo e a utilizagdo de conservantes na urina e
simplificou-se a preparagdo da amostra. Contrariamente, ndo foi possivel calcular,
diariamente, o total de alantoina excretado na urina. A experiéncia por nos adquirida
mostrou que a forma mais pratica de obter uma amostra limpa de urina de uma vaca leiteira

consiste em recolhé-la nos momentos em que esta urina voluntariamente.

Virios estudos mostram que a ingestdo de dgua (SILANOKOVE et al., 1997; DINN et
al., 1998) e a excre¢dio de urina (HOLTER ¢ URBAN, 1992; DELAQUIS e BLOCK, 1995a;
MOSCARDINI ef al., 1998) aumentam, 3 medida que aumenta a quantidade de N a excretar.
O efeito da proteina na ingestio de agua e no volume de urina resulta, provavelmente, do
efeito diurético da ingestdio de proteina (BRODERICK et al., 1974) e de um aumento
progressivo de N que excede a capacidade dos rins em concentrar ureia que é mediado por
alteragBes na taxa de filtragdo glomerular (ERIKSSON e VALTONEN, 1982). Contudo, a falta
de efeitos claros da variacio da ingestio de N na renovagfo da agua corporal pode ser
devida, entre outros, ao nivel de ingestdo de agua (KROBER ef al., 2000), ao estadio de
lactagiio (DELAQUIS e BLOCK, 1995b), a ingestdo de MS (MURPHY, 1992; WOODFORD et
al., 1984; DELAQUIS e BLOCK, 1995b; SILANIKOVE et al., 1997), ao padréo de ingestdo, a
natureza da dieta, a produgdo de leite, a temperatura ambiente e 4 humidade relativa do ar

(MURrPHY, 1992).

No nosso trabalho, as concentragdes superiores de alantoina e de creatinina foram
observadas nas dietas com menor teor em PB (RL, DU, D2 e D1). Por outro lado, as
concentragdes urindrias de alantoina e de creatinina relacionaram-se significativa e
negativamente com o teor em PB das dietas (r = -0,346; P<0,01 e r = -0,441; P<0,001,
respectivamente, para as concentragdes de alantoina e de creatinina). O facto de as
concentracdes de alantoina e de creatinina terem aumentado (efeito significativo, apenas,
para a concentragio de creatinina) com a sincroniza¢éo das disponbilidades de energia e de
N no riimen na Experiéncia 3, resultou, provavelmente, da menor necessidade em eliminar
ureia. Os efeitos do fornecimento de proteina e da sincronizagdo na ingestfio de agua e nas
consequentes taxas de passagem do rumen, complicam a interpretagdo dos factores que
afectam a utilizacdio do N. Os resultados obtidos na Experi€ncia 2 véo ao encontro dos

obtidos por HAIGH et al. (2002). Estes autores verificaram que, embora o aumento do teor
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em proteina soltivel, alcangado pela adi¢éio de ureia, da dieta com o mesmo teor em PB
(18% na MS) n#o tenha afectado a produgdo e a composicéo do leite, a ingestdo de MS ¢ a
concentra¢io de ureia no leite, afectou de forma quadratica a excrecdo urinaria de DP ¢ a

quantidade de urina excretada.

VAGNONI et al. (1997) referem que a expressdo da concentragéo de creatinina em
relagdo ao peso vivo pode ser util para remogéo do efeito do animal, mas DE GROOT ¢
AAFJES (1960) defendem que, quando os animais ndo variam muito em termos de peso
vivo, ndo é necessario fazer a correc¢do, podendo mesmo ndo ser desejavel, porque as
vacas mais pesadas excretam mais creatinina, mas, também, t€ém uma maior capacidade
metabdlica e, por isso, excretam uma maior quantidade de diferentes metabolitos. De
qualquer modo, neste estudo, a forma de expressdo da concentragdo de creatinina (i.e.,

V-0,75

mmol I'! ou mmol 1 P ) ndo alterou o efeito dos tratamentos na relagéo A/c.

As relagGes A/c, superiores na Experi€éncia 3 do que na Experiéncia 1, podem ter
resultado do maior teor em amido desta dieta (20 e 26%, respectivamente, para as
experiéncias 1 e 3) (PALMQUIST et al., 1993; OLDICK et al., 1999). Com efeito, a menor
producio ¢ eficiéncia de passagem de proteina microbiana para o duodeno passivel de
ocorrer com dietas ricas em fibra pode ser atribuida a uma deficiéncia em energia
fermentavel disponivel (NSC) que, atrasando o crescimento dos micrébios, pode causar
maior lise de células microbianas no rimen e, consequentemente, aumentar a reciclagem
de energia e de N no rimen. Sublinhe-se que estas condi¢Ges no rimen aumentam as
quantidades de energia e de N que s@o utilizadas para a manutengdo da populagdo

microbiana (CLARK et al., 1992).

A relagdo A/c, em amostras de urina, ndo identificou in vivo qualquer diferenga
consistente no fluxo de proteina microbiana para o duodeno, previsivel entre os diversos
tratamentos, através, quer das estimativas de acordo com o AFRC (1993; QUADRO 4.8),
quer das diferengas observadas na ingestfio de MS e na produggo de leite. Isto embora as
experiéncias tenham sido realizadas em quadrado latino e a urina de cada vaca tenha sido
recolhida trés vezes ao dia, em dois dias consecutivos. Com efeito, os resultados obtidos
por JOHNSON et al. (1988) indicam que o fluxo de N microbiano tem de ser alterado em
aproximadamente 84 g dia” para que a quantidade de alantoina excretada na urina reflicta
alteracGes no fluxo de N microbiano e existem numerosas razdes possiveis para a
imprecisdo da metodologia em estudo, incluindo efeitos no catabolismo dos tecidos

(NSAHLALI et al., 2000), variagdo na excre¢do de creatinina com a dieta e entre vacas, €
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variagBes diurnas na excregio de alantoina e de creatinina (PUCHALA e KULASEK, 1992;

MOORBY e DEWHURST, 1993; GONDA ef al., 1996; SHINGFIELD e OFFER, 1998b).

Nas trés experiéncias, observou-se, também, significativa variagdo diurna na
concentrago urindria de creatinina (QUADRO 4.8) e, provavelmente, a dieta pode ter tido
um efeito significativo na excregdo urinaria de creatinina. Assim, os resultados aqui
apresentados vdo ao encontro da afirmagfio de SHINGFIELD e OFFER (1998b) de que a
recolha total de urina parece ser necessaria para determinar com rigor a excregéo de DP na
urina em vacas leiteiras e, consequentemente, o fluxo de proteina microbiana para o
duodeno. Saliente-se que, no estudo referido, mesmo um regime intensivo de recolha de
amostras de urina (de duas em duas, durante 24 horas) nfio permitiu uma previs@o aceitavel

da relagdo média diria de A/c.

Finalmente, ¢ bem conhecido que a taxa de passagem afecta o fluxo de proteina
microbiana para o duodeno e a eficiéncia de sintese de proteina microbiana (ROBINSON et
al., 1985; CHEN et al., 1992b; PUCHALA e KUSALEK, 1992; DioUVINOV € TODOROV, 1994;
GOMES et al., 1994; DiouviNoV ¢ TODOROV, 1995; OLDICK et al., 1999), efeitos que se
traduzem na excrecio urinaria de alantoina (DEWHURST e WEBSTER, 1992a and 1992b) e
de DP (CHEN et al., 1992b). Neste trabalho nfio medimos as taxas de passagem da fase
solida nem da fase liquida, apesar das diferengas na ingestiio voluntéria fazerem crer que
estas terdo variado entre vacas e entre dietas. Assim sendo, é-nos dificil utilizar esta

varidvel como argumento explicativo na discusséo.

4.5.4. Produciio e composicio do leite

Como esperado, a menor ingestdo voluntiria observada com a dieta RL na
Experiéncia 1 afectou negativamente a produgio de leite. J4 o aumento do teor em PB da
dieta RM para a dieta RH néo aumentou a produgéio. Como também se pode observar no
QUADRO 4.10 (SECCAO 4.5.3), a resposta produtiva ao aumento do teor em PB da dieta ndo
¢ consistente. Varios estudos (ROFFLER et al., 1978; CLAYPOOL et al., 1980; CRESSMAN et
al., 1980; EDWARDS et al., 1980; MURDOCK et al., 1981) sugerem que o aumento da PB da
dieta methora a produgdo de leite através do aumento da ingestdo de energia, pois em
estudos (FOLDAGER ¢ HUBER, 1979; CRESSMAN et al., 1980; ROFFLER e THACKER, 1983)
em que o aumento da ingestio de PB nfio aumentou a ingestdo de energia, foi observada

ligeira ou nenhuma resposta na produgéo de leite. GORDON e FORBES (1970) forneceram, a
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vacas leiteiras, dietas com teores em energia e em proteina a 80 e 120% das necessidades e
verificaram que a utilizagio da EM para o leite foi superior nas situagdes de excesso de
proteina (63 versus 50%), tendo sido a resposta a energia adicional, também, superior com
elevada ingesto de proteina. PAQUAY et al. (1973) observaram que a relagio 6ptima entre
o N digestivel e a ingestio de EM era influenciada pelo estadio de lactagfo, concluindo que
uma maior fermentacéo dos hidratos de carbono, provavelmente estimula a utilizagdo do N
digestivel para a produgdo de leite, independentemente da ingestfo total de energia, através
do fornecimento de mais hidratos de carbono aos microrganismos do rimen e, finalmente,

mais EM a vaca.

Mais recentemente, o NRC (2001) com base em 393 médias de 82 estudos
estabeleceu a seguinte equagfo de avaliagfio da resposta em termos de produgdo de leite ao
aumento do teor em PB da dieta: Produgdo de leite (kg dia®) = 0,8 x ingestéio de MS (kg
dial) + 2,3 x PB (% na MS) — 0,05 x PB?> — 9,8 (* = 0,29). Segundo esta equagio e
assumindo uma ingestdo de MS fixa (uma vez que ndo existiu correlagio entre a ingestao
de MS e o teor em PB da dieta), a maxima produgéo de leite € obtida com 23% de PB; o
aumento numa unidade percentual do teor em PB da dieta de 15 para 16% aumenta a
producdo de leite, em média, 0,75 kg dia! e o aumento de 19 para 20% provoca um
aumento de 0,35 kg leite dia”, mostrando que os acréscimos na producio de leite com o
aumento do teor em PB da dieta vio sendo cada vez menores. No entanto, esta equacdo,
quando aplicada aos dados da Experiéncia 1, sobrestima a produgfo de leite (28,0, 31,0 e

31,7 kg leite dia™ para, respectivamente, as dietas RL, RM e RH).

A PB da dieta em excesso em relago as necessidades dos micrébios, dependendo
da natureza da proteina, pode ser degradada a amoniaco e excretada como ureia,
aumentando os niveis circulantes deste metabolito, ou pode escapar a degradag@o no rumen
e ser digerida no intestino delgado. Neste estudo, o aumento da relagio ERDP/FME da
dieta provocou um aumento significativo da concentragdo plasmatica de ureia, indo ao
encontro dos resultados obtidos em numerosos estudos (e.g., BARNEY et al., 1981a;
JORDAN et al., 1983; HA e KENNELLY, 1984; JANICKI ef al., 1985; CANFIELD ef al., 1990,
MCGUFFEY et al., 1990; GRINGS et al., 1991; KM et al., 1991; GRINGS et al., 1992b;
ZIMMERMAN et al., 1992; CHRISTENSEN et al., 1993; WEIGEL et al., 1997, MCCORMICK et
al., 1999; BACH et al., 2000).

Mas, tal como referido para a ingestdo voluntiria, apesar do objectivo da

Experiéncia 1 ter sido avaliar o efeito da relagdo ERDP/FME das dietas na fung¢éo ruminal,
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através das respostas produtivas de vacas leiteiras, o teor em UDP das dietas foi, também,
diferente, de modo a ndo limitar a produg8o de leite por défice em aminoacidos absorvidos.
Segundo o NRC (2001) a produgdo de leite varia com os teores em RDP ¢ em UDP de
acordo com a equagdo: Producgo de leite (kg dia™) = - 55,61 + 1,15 x ingesto de MS (kg
dia™) + 8,79 x RDP (% na MS) — 0,36 x RDP? + 1,85 x UDP (% na MS) (n = 206; r=
0,52), segundo a qual a maxima produgdo de leite ocorre, assumindo que a ingestéio de MS
e o teor em UDP se mantém constantes, quando o teor em RDP iguala 12,2% (na MS).
Aplicando os resultados obtidos na Experiéncia 1 a esta equacéo, assumindo que a frac¢do
RDP iguala o somatério das fracgdes QDP e SDP obtidas de acordo com o AFRC (1993),
obtém-se valores de produgio de leite (25,7, 30,1 € 29,9 kg dia’!, respectivamente, para as
dietas RL, RM e RH) inferiores aos obtidos com a equag8o anterior, mas, com excepgio da
dieta RL, mais semelhantes aos observados, o que demonstra a importancia da
consideracdo de ambas as fracgdes RDP e UDP, aquando da estimativa da producio de
leite. O maior teor em UDP da dieta RL pode ndo ter permitido maior diminui¢do da
produgiio de leite, por ter assegurado uma maior quantidade de aminoéacidos absorvidos

com origem na proteina que escapou 4 fermentagfio no rumen.

Contudo, a quantidade de UDP necesséria para maximizar o desempenho produtivo
ndo est4, ainda, claramente definida e pode variar com numerosos factores. Embora muitos
estudos indiquem aumentos na produgfio de leite com o aumento da quantidade de UDP
(OLDHAM et al., 1979; FORSTER et al., 1983; KUNG ¢ HUBER, 1983; SAHLU et al., 1984;
SATTER, 1986; VOSS ef al., 1988; HIGGINBOTHAM et al., 1989; BRODERICK ef al., 1990;
MCGUFFEY et al., 1990; NIANOGO et al., 1991; BRODERICK, 1992; HOLTER ef al., 1992;
GRUMMER et al., 1996; SCHINGOETHE, 1996; VAGNONI € BRODERICK, 1997; WRIGHT et al.,
1998; KALSCHEUR ef al., 1999; MCCORMICK et al., 1999; O’MARA et al., 2000), outros
estudos ndo observaram nenhuma melhoria (HENDERSON et al., 1985; ROBINSON e
KENNELLY, 1988; MANTYSAARI ef al., 1989; HOFFMAN et al., 1991; ROBINSON et al.,
1991; CHRISTENSEN et al., 1993; KEERY e AMOS, 1993; WATTIAUX et al., 1994,
BRODERICK, 1996; HENSON et al., 1997; KOMARAGIRI ¢ ERDMAN, 1997; MCCORMICK et

al., 1999; BRUCKENTAL et al., 2000; DUNLAP et al., 2000).

SANTOS ef al. (1998), ao procederem & analise de 108 estudos publicados entre
1985 e 1997, concluiram que o aumento do teor em UDP n#io melhora consistentemente o
desempenho produtivo de vacas leiteiras. Esta discrepancia pode ser devida a VArios

factores: (1) a fracgio UDP pode aumentar a custa da diminui¢do da sintese de proteina
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microbiana, seja através da diminui¢do da MO fermentével ou da fraccdo RDP, o que ndo
causara nenhuma alteragdo na proteina disponivel para a vaca (ROBINSON ¢ KENNELLY,
1988; MANTYSAARI et al., 1989; MCGUFFEY et al., 1990; GRINGS et al., 1991; BRODERICK,
1992; HOLTER et al., 1992; CHRISTENSEN et al., 1993; KEERY e AMOS, 1993; GRUMMER et
al., 1994; WATTIAUX et al., 1994; KHORASANI et al., 1996; HENSON et al., 1997,
KALSCHEUR et al., 1999); (2) as proteinas que nfio sio degradadas no rimen podem,
também, ndo ser digeridas no intestino delgado; (3) a qualidade da proteina (i.e., perfil em
aminodcidos absorvidos) pode ndo conter quantidades suficientes de aminoéacidos
limitantes, sendo, de facto, o perfil em aminoéacidos mais importante do que a quantidade
de UDP (CHEN et al., 1993; WU et al., 1997), podendo uma dieta com 15% de PB e
adequado perfil em aminoacidos para a produgéo de leite promover igual produgéo a de
uma dieta com 18% de PB, mas com perfil desequilibrado em aminoacidos (BACH et al.,
2000); (4) a incorporagdo na dieta de fontes proteicas suplementares ricas em UDP
estimula a produgfo de leite quando a ingestio de PB € baixa (<14%), mas ndo quando esta
excede os 16% (NOCEK e RUSSELL, 1988); (5) o nivel de ingestdo pode, per se, permitir
que uma maior quantidade de proteina escape a fermentacdo no rimen nas dietas com
baixa quantidade de UDP (WATTIAUX ef al., 1994); e (6) a utilizagdo de vacas de baixo
potencial genético, de diferente nimero de lactagdio (MANTYSAARI et al., 1989; HOLTER et
al., 1992; KHORASANI et al., 1996) e em diferentes estiddios de lactacdo (PAQUAY et al.,
1973; ROBINSON ¢ KENNELLY, 1988; ROBINSON ef al., 1991; HOLTER et al., 1992; ARIELI
et al., 1996; KALSCHEUR et al., 1999; MCCORMICK et al., 1999). No entanto, como as
necessidades em proteina sdo determinadas pela producio de leite, mesmo vacas no meio
da lactagiio, mas de elevada produgfio (superior a 33 kg leite dia™) podem responder a
suplementac¢io com UDP (NOCEK e RUSSELL, 1988), permitindo, pelo menos teoricamente,
diminuir o teor em PB da dieta, o que representaria uma importante vantagem em termos

econdmicos (BOWMAN et al., 1988).

Com a dieta RL (Experiéncia 1) a eficiéncia de conversio da PB da dieta em
proteina do leite foi superior e, apesar de o teor em PB da dieta RM (15,7% na MS) ser
mais baixo do que o normalmente utilizado na pratica, o fornecimento de proteina
adicional (RH) néo resultou no aumento da produgdo de leite, pelo que a eficiéncia de
utilizagdo do N da dieta diminuiu, o que € consistente com numerosos estudos (e.g.,
CRESSMAN ef al., 1980; BARNEY et al., 1981a; FORSTER et al., 1983; HA e KENNELLY,
1984; HENDERSON ef al., 1985; POLAN et al., 1985; LEONARD e BLOCK, 1988; KALSCHEUR
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et al., 1999; BACH et al., 2000; WU e SATTER, 2000) e demonstra o principio dos
acréscimos decrescentes quando a proteina da dieta aumenta acima da quantidade
necessaria para uma eficiente fermentagéo ruminal (SATTER ¢ ROFFLER, 1975; CHALUPA,

1984).

A baixa eficiéncia de conversiio da proteina suplementar em proteina do leite
parece relacionar-se com a incapacidade da gléndula mamaria em utilizar aminoacidos
adicionais (METCALF et al., 1994). Quando sio fornecidas dietas com menor teor em PB a
reciclagem de N, para o rimen, via saliva, aumenta a eficiéncia de utilizagdo doNe
diminui a quantidade de N excretado na urina, ajudando a compensar o défice em proteina,
especialmente quando estdo disponiveis hidratos de carbono degradéveis para os microbios
do ramen (SULTAN et al., 1992). Além disso, a interacgdo bacteriana pode assegurar o
fornecimento de substratos por um periodo longo do ciclo de alimentagdo (MCALLISTER ef
al., 1994), o que pode, também, explicar a auséncia de interacc¢do entre os NSC ¢ a
degradagfio das proteinas, observada em vérios estudos in vivo e in vitro (HENNING et al.,

1991; NEWBOLD e RUST, 1992; MANSFIELD et al., 1994; STERN et al., 1994).

Os resultados obtidos nesta experiéncia (Experiéncia 1) demonstram potencial para
desenvolver estratégias de alimentagfio que reduzam a excregfio de N nas fezes e na urina,
sem comprometer a produgdo de leite. De facto, os resultados de BARNEY et al. (1981a) e
de KALSCHEUR ef al. (1999) (QUADRO 4.10) sugerem que a redugdo do teor em PB da dieta
de vacas no meio ou no final da lactagfio pode reduzir o custo da dieta e a quantidade de N
excretado ¢ HENDERSON et al. (1985) referem que, desde que a PB suplementar tenha
menor degradabilidade no ramen, o teor em PB da dieta pode ser diminuido. Além disso,
se for atingido um nivel de ingestéo elevado com menos proteina, como nesta experiéncia,
parece nfio haver vantagem produtiva em aumentar mais o teor em PB da dieta, indo ao
encontro dos resultados obtidos por GORDON (1977) e por SLOAN et al. (1988). Néo
esquecer, ainda, que este ensaio foi de curta duragdo, logo pode ser insensivel para estimar
as necessidades em proteina de vacas leiteiras, dada a capacidade destas em mobilizar

reservas proteicas (REID et al., 1967).

As dietas utilizadas na Experiéncia 2 continham um elevado teor em PB, uma vez
que as vacas encontravam-se no inicio da lactagdo. Neste periodo as vacas podem
necessitar de dietas com um teor em PB superior a 16/18%, uma vez que a ingestéo
voluntaria nfo é, geralmente, méxima, e a energia mobilizada das reservas corporais

juntamente com a proteina extra da dieta podem permitir que a vaca expresse melhor o seu

150




SUPLEMENTACAO AZOTADA DE SILAGENS DE MILHO

potencial para a produgio de leite (SATTER e ROFFLER, 1975; CLAYPOOL ef al., 1980;

BRUCKENTAL et al., 1989; PALMQUIST ¢ WEISS, 1994).

Na Experiéncia 2, as dietas apresentaram diferente degradabilidade da proteina e
diferente substrato azotado. A diferente degradabilidade da proteina da dieta ndo afectou a
produgio de leite. Estes resultados s3o consistentes com os obtidos por CHRISTENSEN et al.
(1993) que forneceram as vacas um alimento completo com 16,4 ou 19,4% de PB com
uma degradabilidade da PB no rumen de 55 ou 70%. Pelo contrario, FORSTER et al. (1983)
referem um aumento na produgio de leite, uma diminuigio na percentagem de proteina do
leite e um efeito quadratico na percentagem de gordura do leite pela diminuigio da
degradabilidade da PB de 54 para 43% (dietas com 14% de PB) quando a ingestéo de
hidratos de carbono disponiveis no ramen foi similar entre dietas. Todavia, as diferengas
observadas no desempenho produtivo podem ser atribuidas, quer a alteragGes na
degradabilidade da PB, quer na taxa de fermentagdo da MO, bem como ao equilibrio entre
ambas. A degradabilidade da frac¢do PB pode, ainda, afectar o desempenho através de
alteracdes no fornecimento de aminoécidos especificos (CLARK ef al., 1992), enquanto os
efeitos da diminui¢do da degradabilidade da MO podem ser mediados pela variagéo na
particio dos nutrientes energéticos entre o rimen e o intestino (NOCEK e TAMMINGA,
1991).

Nesta experiéncia (Experi€ncia 2), a diferente relagio QDP/SDP das dietas foi
atingida pela substitui¢do, no alimento concentrado, de parte do bagago de soja por ureia.
A utilizag3o de ureia em dietas de vacas leiteiras ¢ justificavel pelo facto de o amoniaco ser
um nutriente essencial para alguns microrganismos do ramen (CAPITULO 2) e de ser uma
fonte de N de menor custo do que as fontes de proteina verdadeira. Embora alguns estudos
(WARD et al., 1955; KNOTT et al., 1967; VAN HORN et al., 1967; HOLTER et al., 1968a;
VAN HORN et al., 1969; JONES et al., 1975; AITCHISON et al., 1976; KWAN et al., 1977,
MAIDOUB et al., 1978; ROFFLER et al., 1978; KUNG e HUBER, 1983; BLAUWIEKEL €
KINCAID, 1986; JAQUETTE et al., 1987; CASPER € SCHINGOETHE, 1989; CASPER et al.,
1990; OWEN e LARSON, 1991; STOKES ef al., 1991; BAKER et al., 1995; CUNNINGHAM et
al., 1996; SANNES et al., 2002) sugiram que fontes de N nédo proteico, altamente soltveis,
podem suportar adequada produgfio de leite, vacas de elevada produgfo, sobretudo no
inicio da lactagdo, normalmente, produzem menos leite do que se forem alimentadas
apenas com proteina verdadeira (HUBER e SANDY, 1965; VAN HORN et al., 1967; KNOTT et

al., 1972; SATTER e ROFFLER, 1975; WOHLT e CLARK, 1978; AHRAR € SCHINGOETHE,
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1979; CLARK e DAVIS, 1980; FOLMAN et al., 1981; CASPER e SCHINGOETHE, 1986; DE
GRACIA ef al., 1989; ROBINSON et al., 1997). Apés o pico de produgdo de leite e de
ingestio de MS, a fonte de N parece ser menos critica (CLARK e DAVIS, 1980; CASPER ¢
SCHINGOETHE, 1986). Contudo, nesta experiéncia, apesar das vacas se encontrarem no

inicio da lactaggio, nfio foram detectadas diferengas na produgdo de leite.

Como a ureia é uma fonte de N unicamente para os microrganismos do rimen € de
esperar maior utilizagio da ureia quando as necessidades em N dos microrganismos do
ramen ndo estdo satisfeitas, o que depende da concentragio em N amoniacal no ramen.
Com efeito, varios estudos mostraram que a adig8o de fontes de proteina verdadeira e de N
ndo proteico sio equivalentes, apenas, para baixas ingestdes de N (e.g., ROFFLER e
SATTER, 1975; WOHLT e CLARK, 1978; CLAY e SATTER, 1979; CLARK e Davis, 1980;
MERRY ef al., 1984; TELLER ¢ GODEAU, 1984a ¢ 1984b). Além disso, para uma eficiente
utilizacdo do N da ureia pelos microrganismos do rimen, a dieta deve veicular hidratos de
carbono rapidamente fermentéveis diferindo, ainda, o efeito da natureza do N fornecido de
acordo com a produgdo de leite, a ingestdo de MS e a forragem de base (MERCHEN e
SATTER, 1983; BRODERICK ef al., 1993). No trabalho de JAQUETTE et al. (1987), quando
20% do N da dieta era ureia, a fonte de N ndo teve efeito nas vacas multiparas, mas nas
primiparas diminuiu a produgfio de leite. No nosso estudo, os valores de concentragdo
plasmatica de ureia observados ndo diferiram entre dietas, o que sugere que o N da ureia

foi eficientemente utilizado pelos microrganismos do rimen para o seu crescimento.

A composigio do leite na Experiéncia 2 nfio foi afectada pelo tratamento. CASPER e
SCHINGOETHE (1989) observaram um aumento na percentagem de proteina do leite devida
ao aumento da fracgio de N ndo proteico em vacas alimentadas com dietas com ureia,
enquanto outros ndo observaram qualquer alteragdo (HUBER e KUNG, 1981; KUNG e
HUBER, 1983; CASPER e SCHINGOETHE, 1986), tendo HUBER ¢ KUNG (1981) observado
uma diminui¢io. Nas comparagdes, realizadas por SANTOS et al. (1998), de trabalhos
publicados nos quais foi adicionada ureia entre 0,4 ¢ 1,8% da MS da dieta, tendo a ureia
substituido parcial ou totalmente bagago de soja, dréches de cevada, bagago de soja
expandido, bagaco de soja + farinha de peixe ou subprodutos de origem animal, a produgo
de leite ndo foi afectada significativamente em 20 e diminuiu em trés; a produgdo de leite
corrigida para o teor em gordura ndo foi afectada em 14, mas diminuiu em seis; € a
percentagem de proteina do leite ndo foi afectada em 17, aumentou em cinco e diminuiu

num. A eficiéncia de conversdo da PB ingerida em proteina do leite foi significativamente
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afectada pela dieta, tendo sido o menor valor observado com a dieta U10, reflectindo o seu
maior teor em PB. BRODERICK € SATTER (1990; citados por CHRISTENSEN et al., 1993)
sugeriram que a producdo e a percentagem de proteina do leite podem ser usadas como
indicadores do défice em aminoacidos para vacas leiteiras. Nesta experiéncia ndo foram
observadas alteragGes nestes pardmetros, o que sugere que a sintese de proteina do leite
ndo foi limitada por défice em aminoécidos ou foi limitada em igual extenséo por um ou

mais aminoacidos em todas as dietas.

Alguns estudos mostram que dietas formuladas para um fornecimento mais
sincronizado de N e de energia ao rimen aumentam significativamente a sintese de
proteina microbiana e a eficiéncia de sintese de proteina microbiana, enquanto outros néo
revelam qualquer beneficio (CAPITULO 3). De modo a evitar os efeitos confusos de
diferentes ingredientes da dieta, apenas o padrdo de alimentagfio do CPr foi alterado na
Experiéncia 3 e, embora os tratamentos néo tenham afectado a ingestdo de MS, a producéo
de leite foi significativamente inferior com a dieta menos sincronizada. Uma resposta
positiva de vacas leiteiras a sincroniza¢do das disponibilidades de energia e de N no rimen
foi referida em alguns estudos (BLAUWIEKEL e KINCAID, 1986; CASPER e SCHINGOETHE,
1986; HERRERA-SALDANA et al., 1990), mas ndo em outros (CASPER € SCHINGOETHE,
1989; MCCARTHY et al., 1989; CASPER et al., 1990; DEPETERS e CANT, 1992; ROBINSON €
MCQUEEN, 1994; CASPER et al., 1999). Este efeito contraditério pode dever-se ao estidio
de lactagdo das vacas, na medida em que este determina as suas necessidades em
aminoacidos (CASPER et al., 1999), e ao facto das dietas mais sincronizadas poderem
aumentar o fluxo de N microbiano para o duodeno, devido a maior extensdo da
fermentacdo dos alimentos no rimen, mas as menos sincronizadas, sobretudo se
promovem maior ingestdo voluntaria, poderem aumentar o fluxo de N proteico para o
duodeno e desviar a digestdo do amido do rimen para o duodeno (MCCARTHY et al.,
1989).

Ao contrario do observado na Experiéncia 3, KOLVER et al. (1998), ao alterarem
simplesmente o momento de distribui¢éio do alimento concentrado, demonstraram que a
dieta sincronizada promoveu consistentemente menores concentra¢gdes de amoniaco no
ramen, mas néo teve efeito significativo na produgéo de leite. Contudo, se a frequéncia de
alimentacio de toda a dieta ou dos hidratos de carbono rapidamente fermentaveis é
alterada, provoca, em geral, efeitos pronunciados no pH do rimen e na composi¢do molar

de AGV. Como estes factores podem influenciar o crescimento microbiano, é sugerido que
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a alteragdo do padrio de alimentagio da componente proteica das dietas, € o melhor
método para testar a hip6tese da sincronizagdo das disponibilidades de nutrientes no
rimen, segundo CHAMBERLAIN e CHOUNG (1995). ROBINSON ef al. (1997 e 2002)
observaram maior digestdio ruminal da MO, menor quantidade de proteina da dieta que
escapou 4 degradagdo no ramen, concentragSes mais estaveis de AGV totais e de amoniaco
e maior teor em gordura e energia no leite quando o suplemento proteico (47,4% PB) foi
fornecido durante a noite do que durante o dia, nfio observando diferencas na produgéo de

leite e nas proporgdes de aminoacidos na proteina duodenal.

Os resultados aqui obtidos vdo ao encontro da afirmagdo de CHAMBERLAIN €
CHOUNG (1995), ou seja, parece que a estreita sincronizagéo de libertagdo de energia e de
N s6 traz, apenas, pequenos, se alguns, beneficios na maioria das condi¢Ges praticas, a ndo
ser que o crescimento microbiano seja limitado pelas disponibilidades de hidratos de
carbono fermentaveis ou de amoniaco. Neste caso, a reciclagem de ureia para o rimen e a
interacgfio bacteriana, ja referidos anteriormente, podem atenuar o efeito de dietas

assincronas.

4.6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que dietas com baixa relagio ERDP/FME, mas
que satisfagam as necessidades em MP, promovem menores ingestio de MS e produggo de
leite, pelo que podem desempenhar um papel importante no quadro actual de restri¢do da
produgiio de leite por défice de quota, ao permitir controlar a produgéo de leite das vacas
sem fazer com que estas engordem em demasia. Mas, pelo contrério, o fornecimento de
RDP em excesso em relago a quantidade de FME fornecida pela dieta e utilizdvel pelos
microrganismos do rimen n&o aumentou a ingestdo de MS, nem a produgdo de leite, em
vacas no meio da lactagdo e aumentou a concentragdo plasmatica de ureia, levando a um
desperdicio de RDP e contribuindo para problemas de poluigdo ambiental. Ficou, também,
uma vez mais, demonstrado, que parte da proteina de origem vegetal da dieta pode ser
substituida por N niio proteico (ureia), sem acarretar efeitos adversos na produtividade de
vacas no inicio da lactagfio, desde que seja garantido o fornecimento de hidratos de
carbono rapidamente fermentaveis na dieta. A sincronizagio das disponibilidades de N e
de energia para os microrganismos do rumen, de vacas no meio da lactagdo, aumentou a

produgiio de leite, provavelmente, via um aumento da sintese de proteina microbiana.
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Contudo, estes efeitos foram, apenas, observados com dietas e estratégias de alimentagéo
extremas, pelo que se conclui que a tentativa de conciliar a libertag@io de N e de energia no

ramen pode nfo produzir grandes beneficios em condi¢des praticas de alimentacéo.

As maiores concentra¢les urinarias de alantoina e de creatinina nas amostras de
urina recolhidas nas vacas alimentadas com dietas com menor teor em proteina (RL, DU,
D2 e D1), bem como a diminui¢o destes pardmetros a medida que aumentou a frequéncia
de distribui¢io do CPr na Experiéncia 3, sugerem que o volume de urina produzido
aumenta, quer com a ingestdo de N, quer com o aumento do assincronismo entre as

disponibilidades de energia e de N no ramen.

A relagdo A/c em amostras de urina nd3o permitiu, neste trabalho, identificar
diferengas antecipadas no fluxo de proteina microbiana para o duodeno, tendo, também,
sido observada variacio diurna na excre¢do urinaria de creatinina. Assim sendo, os
resultados obtidos sugerem que para se estimar o fluxo de proteina microbiana para o
duodeno através da excrecdo de DP na urina, em vacas leiteiras, a recolha da totalidade de
urina excretada néo pode ser evitada, sendo, portanto, necessario desenvolver sistemas que

o permitam fazer com rigor e facilidade.
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“Recent interest in less-invasive techniques has been fuelled by welfare
concerns about the use of fistulated animals in developed countries as well as
the ease of application of these techniques in developing countries. Less
invasive experimental approaches also offer potential for the development of
novel diagnostics that could predict microbial synthesis in an individual

feeding situation. ” (DEWHURST et al., 2000a).
CAPITULO S

A Utilizacio do Perfil em Acidos Gordos
do Leite como Técnica Nao Invasiva
de Diagnostico da Funcio Ruminal

5.1. INTRODUCAO

Nos capitulos anteriores ficou patente a importdncia da fungfo ruminal na
eficiéncia de utilizagfio dos alimentos ingeridos e na produtividade da vaca leiteira, o que
torna essencial o seu diagnoéstico. Neste contexto, as crescentes preocupacdes com o bem-
estar animal e o facto dos resultados obtidos em condiges experimentais ndo serem
sempre transponiveis para as situa¢Ses da pratica corrente, impdem a necessidade de
desenvolvimento de técnicas menos invasivas e, sobretudo, ndo invasivas passiveis de
serem aplicadas em animais ndo modificados cirurgicamente e em condigdes normais de
exploragdo. Ou seja, metodologias que possam servir de base ao desenvolvimento de testes |

rapidos de diagndstico do maneio alimentar, nas explora¢des leiteiras.

Nos ultimos anos, os estudos sobre o metabolismo dos lipidos no rmimen tém-se
centrado, sobretudo, em dois grandes objectivos: (1) utilizagdo de suplementos de gordura
que evitem efeitos adversos na fungfio ruminal (e.g., GRUMMER, 1991; HOFFMAN et al.,
1991; JENKINS, 1993; CHILLIARD et al., 2001a ¢ 2001b; WARD et al., 2002); e (2)
maximizagio do fluxo de &cidos gordos poli-insaturados (PUFA) para o duodeno, tais
como o acido linoleico conjugado (CLA), que se créem benéficos para a satide humana
(e.g., MCGUIRE ef al., 1997; PARODI, 1997; BAUMAN et al., 1998; KELLY ef al., 1998a ¢
1998b; LOOR e HERBEIN, 1998; CHOUINARD et al., 1999; DHIMAN et al., 1999; BESSA et
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al., 2000; KM et al., 2000; BOLAND et al., 2001; LOOR e HERBEIN, 2001; WHITE et al.,
2001; BEAULIEU et al., 2002; LOOR et al., 2002; MARTIN e JENKINS, 2002; WARD et al.,
2002; LooR e HERBEIN, 2003).

Embora os efeitos da produgsio de AGV no rumen na sintese de novo de acidos
gordos de cadeia curta e média (Cs4 a Cys) no leite de vaca sejam bem conhecidos (e.g.,
MCCARTHY e SMITH, 1969; SMITH ¢ MCCARTHY, 1969; PALMQUIST, 1976; DAVIS e
COLLIER, 1985; GRUMMER, 1991; FREDEEN, 1996; NEVILLE e PicciaNo, 1997; CHILLIARD
et al., 2000), outras relagdes entre a fung¢fo ruminal e os 4cidos gordos do leite ndo foram,
ainda, suficientemente elucidadas. No CAPITULO 4 mostramos que a relagdo A/c, em
amostras de urina, ndo permitiu identificar diferencas no fluxo de proteina microbiana para
o duodeno, tendo, também, ficado claro que a excregdo de alantoina no leite néo ¢ passivel
de ser utilizada com este objectivo. Consequentemente, serd necessario mais trabalho que
permita desenvolver um teste de diagnostico da fungdo ruminal baseado em amostras de
leite. Recentemente, VLAEMINK ef al. (2003) verificaram existir uma tendéncia para que o
fluxo de N microbiano, estimado através da excregdo diaria de alantoina na urina, se
relacionasse com a excregdo de 4cidos gordos de cadeia impar no leite de vaca (r = 0,434,
P = 0,093), tendo esta correlagdo atingido a significancia quando corrigida para diferencas

no teor em gordura das dietas (r = 0,599, P = 0,018).

A aproximagcfio por nos aqui seguida consistiu em avaliar o potencial de utilizagio
do perfil em acidos gordos do leite: (1) como metodologia ndo invasiva de descrigdo da
fungdo ruminal (em termos de populagdes microbianas, de substratos e de interacgdes); €
(2) que servisse de guia de estratégias de alimentag8o azotada ao nivel da exploragdo.
Congquanto o nosso enfoque inicial tenha sido o perfil em acidos gordos de cadeia impar do
leite, acidos gordos que se créem de origem microbiana, néo deixamos de considerar, na
avaliagio que fizémos, o perfil dos de cadeia par. Assim, utilizando amostras recolhidas
nas trés experiéncias descritas no CAPITULO 4, avaliamos os efeitos de diferentes
estratégias de suplementagio azotada de silagens de milho no perfil em 4cidos gordos do
leite de vaca. A andlise de factores (principal component factor analysis) € a analise
discriminativa canénica foram utilizadas como ferramentas de auxilio no estudo e na

avaliacio do potencial desta técnica.
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5.2. SITUACAO DOS CONHECIMENTOS

Os acidos gordos do leite tém duas origens principais: os acidos gordos com 12 ou
menos atomos de carbono, a maior parte do 4cido miristico (Cis) € 50% do 4cido
palmitico (Ci6) sfo sintetizados na glandula maméria; e uma pequena parte do 4cido
miristico (Ci4:0), 50% do acido palmitico (Cie.0) € todos os &cidos gordos com 18 ou mais
atomos de carbono sdo extraidos do sangue arterial (ca 60%) (e.g., JENKINS, 1993;
ENJALBERT et al., 1998; CHILLIARD et al., 2000 ¢ 2001a; CLEGG et al., 2001; FIGURA 5.1).
Os acidos gordos sintetizados na glandula mamaria ou extraidos do sangue séo, depois,

incorporados nos triglicéridos do leite (ENJALBERT et al., 1998).
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B-hidroxibutirato I («c14-c18)
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FIGURA 5.1 — Representacdo esquematica da sintese e da secrecdo da gordura do leite em animais
ruminantes.

ACC = Acetil-CoA carboxilase; CM = Quilomicron; DES = A’-desaturase; AG = Acido gordo; Glutl
Transportador de glucose 1; LPL = Lipoproteina lipase; MFG = Gloébulo de gordura do leite; TG
Triglicérido; VLDL = Lipoproteina de muito baixa densidade.

ADAPTADO DE CHILLIARD et al. (2000).

I

Deste modo, sendo a sintese de novo, na glandula maméria, limitada a 4cidos
gordos de cadeia curta e média, a taxa de sintese de acidos gordos nesta glandula esta
dependente do fornecimento simultdneo de acidos gordos exo6genos (DEMEYER e DOREAU,
1999). Os precursores dos acidos gordos de cadeia curta e média permaneceram duvidosos
até POPJAK ef al. (1951a e 1951b) mostrarem que o acetato € o precursor de todos os acidos
gordos de cadeia curta ¢ média e de cerca de metade do acido palmitico (Cie.0), sendo a
sintese de novo dos 4acidos gordos feita a partir do acetato e, em menor extensdo, do -
hidroxibutirato (PALMQUIST et al., 1969; GRUMMER, 1991; CHILLIARD, 1993; JENKINS,
1993; CHILLIARD et al., 2000). O acetato sanguineo, para além de provir da fermentacéo
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microbiana no tubo digestivo, pode, também, derivar de fontes endogenas, em particular do

metabolismo dos 4cidos gordos no figado (BAIRD et al., 1974; COSTA et al., 1976).

A glandula maméria remove acetato do sangue, sendo 29 a 47% do acetato
removido oxidado (BICKERSTAFFE et al., 1974) e o restante utilizado na sintese de acidos
gordos com comprimento de cadeia até 16 atomos de carbono (MOORE e CHRISTIE, 1981).
O PB-hidroxibutirato do sangue deriva, sobretudo, da transformag&o do butirato durante a
sua absor¢do através da parede do rimen (LENG e WEST, 1969), podendo a produgéo
endogena ser substancial em situagSes de cetose (DAVIS ¢ COLLIER, 1985). A sintese de
aproximadamente metade dos 4cidos gordos com quatro a 12 atomos de carbono
sintetizada na glandula mamaria pode ser iniciada com o B-hidroxibutirato (PALMQUIST ef
al., 1969; PALMQUIST, 1976), embora grande parte deste composto capturado pela glandula
mamaria seja dividida em duas unidades de carbono, antes de ser incorporada nos acidos
gordos (BINES € BROWN, 1968; PALMQUIST et al., 1969) ou oxidada (DAVIS e COLLIER,
1985).

A principal via metabdlica da sintese de novo de 4cidos gordos na glandula
mamaria (FIGURA 5.1) envolve duas enzimas-chave: a acetil-CoA carboxilase (ACC) ¢ a
acido gordo sintase (FAS). A ACC catalisa a formag@o de malonil-CoA a partir do acetato
e a FAS catalisa os ciclos de condensagdo do malonil-CoA com o acetil-CoA ou com o
butiril-CoA, os quais tém origem, respectivamente, no metabolismo do acetato e do B-
hidroxibutirato. A reac¢iio de terminagdio da cadeia produz &cido miristico (Cis0) e,
predominantemente, acido palmitico (Cieo) € € catalisada na maioria dos tecidos e das
espécies pela actividade tiosterase intrinseca da FAS (tiosterase I). A FAS da glandula
mamaria dos ruminantes exibe transacilase com actividade de adi¢@io e de libertagdo das
cadeias acil de dois ou 12 carbonos de comprimento de cadeia (CHILLIARD et al., 2000 e
2001a). A expressio da FAS diminui até niveis nfio detectdveis durante o jejum, sendo
regulada pela insulina e mediada pela via do fosfatidilinositol (PI) — quinase (SuL et al.,

2000).

Os ésteres gordos acil-CoA inibem a ACC no tecido adiposo e na gléndula
mamaria e tem sido demonstrado, com células epiteliais de glindula mamaria de vaca e de
cabra, que os 4cidos gordos sintetizados a partir do acetato (C4-C16) sédo incorporados nos
triglicéridos do leite dependendo do tipo e da quantidade de 4cidos gordos exogenos. Por
exemplo, o acido palmitico (Cieo) estimula a sintese e a incorporagéo dos acidos gordos

sintetizados, enquanto os 4cidos esteérico (Cis:0) € linoleico (Cis:2) séo inibidores (HANSEN
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¢ KNUDSEN, 1987). A ACC ¢ a enzima limitante para a sintese de novo de 4cidos gordos na
glandula mamaria (MELLENBERGER e? al., 1973). Os PUFA da dieta suprimem o teor
hepatico de FAS e as proteinas ACC (TOUSSANT et al., 1981), mas, provavelmente, os
PUFA da dieta ndio sdo suficientes, per se, para induzir a depressfio da gordura do leite
sendo necessarias, para que esta ocorra, alteragdes no ambiente ruminal (KALSCHEUR ef al.,
1997a € 1997b). A maior parte dos acidos gordos sintetizados de novo séo saturados (Cs a
Ci6:0) porque a actividade da A°-desaturase para 4cidos gordos de comprimento de cadeia
inferior a 18 carbonos € baixa, embora uma pequena proporgéo de acido miristico (Ci40) €
de acido palmitico (Cy¢:0) seja insaturada a 4cido miristoleico (Ci4.1) € a 4cido palmitoleico
(Ci16:1; MASSART-LEEN et al., 1974). Contudo, a actividade desaturase no intestino e na
glandula mamaria compensa a extensa biohidrogenacdo que ocorre no rumen e,
provavelmente, assegura a fluidez suficiente da gordura do leite para a secreg@o eficiente

da célula mamaria (GRUMMER, 1991).

Os lipidos sanguineos podem provir da digestdo da gordura da dieta ou da
mobilizagdo dos acidos gordos do tecido adiposo (GRUMMER, 1991; BAUCHART, 1993;
CHILLIARD, 1993). Cerca de trés quartos dos acidos gordos absorvidos sdo capturados pela
glandula mamaria (PALMQUIST e MATTOS, 1978), sendo a hidrélise dos triglicéridos, dos
quilomicrons e das lipoproteinas plasmaticas catalisada pela lipoproteina lipase (LPL) no
endotélio capilar da gldndula maméria (DAVIS e COLLIER, 1985; GRUMMER, 1991;
CHILLIARD et al., 2000; CLEGG et al., 2001), cuja actividade é elevada nos animais
ruminantes em lactagio (CHILLIARD et al., 2000). Os acidos gordos mobilizados do tecido
adiposo sfo inicialmente complexados com a albumina e podem ser utilizados em varios
tecidos, incluindo a glandula mamaéria. Contudo, o seu maior destino € a captura hepatica.
Os acidos gordos que entram no figado podem ser oxidados ou esterificados, sobretudo,
com o glicerol para formar triglicéridos que podem ser armazenados ou exportados como
parte de lipoproteinas de muito baixa densidade (GRUMMER, 1991), tendo sido sugerido ser
este o principal mecanismo de transporte dos acidos gordos mobilizados para a glandula

mamadria no inicio da lactaco (PUPPIONE et al., 1973).

Ao contrario dos outros tecidos dos ruminantes, a glandula mamaria do animal em
lactagdo ndo € capaz de converter o dcido palmitico (Cj6.0) em acido estearico (Cig.g) por
alongamento da cadeia (CHILLIARD et al., 2001a). Contudo, células secretoras
diferenciadas da glandula maméria exprimem elevada actividade A’-desaturase que

converte o acido estedrico (Cig.0) em acido oleico (cis 9 Cyg.1) (KINSELLA, 1972; COLLOMB
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et al., 1999; CHILLIARD et al., 2001a), o que reflecte um mecanismo adaptativo que
permite que os ruminantes utilizem predominantemente acidos gordos saturados que sdo
absorvidos no intestino (CHILLIARD, 1993). Cerca de 40% do 4cido estearico (Cis.0)
capturado ¢ insaturado na glandula mamaria, contribuindo com mais de 50% do acido

oleico (C;s.1) que é secretado na gordura do leite (ENJALBERT ef al., 1998).

Como os acidos gordos de cadeia longa podem ser directamente incorporados na
gordura do leite, aumentando a eficiéncia metabélica, e, tendo importantes implicagGes
para vacas leiteiras sujeitas a temperaturas elevadas, uma vez que serd produzido menos
calor metabélico do que seria se os acidos gordos fossem sintetizados de novo a partir do
acetato (COPPOCK e WILKS, 1991), ¢ possivel alterar a relagio entre os acidos gordos de
~ cadeia curta e longa, bem como o grau de saturagio da gordura do leite. No entanto, na
prética, a capacidade de alterar o perfil em écidos gordos do leite é limitada, néo s6 pela
capacidade sintética da glandula maméria, mas, também, pelo desafio de conseguir uma
protecgdo efectiva dos acidos gordos da dieta insaturados da biohidrogenag&o no rumen,
bem como de manter o nivel de PUFA dentro de limites em que a qualidade organoléptica
e a conservagdo do leite e dos produtos lacteos ndo fiquem comprometidas (KENNELLY,

1996).

Com efeito, as lipases extracelulares dos microrganismos degradam o0s glicolipidos,
fosfolipidos e triglicéridos da dieta originando 4cidos gordos que sdo extensamente
hidrogenados (FIGURA 5.2; JENKINS, 1993; HARFOOT ¢ HAZLEWOOD, 1997; DEMEYER €
DOREAU, 1999; CHILLIARD ef al., 2000; SAUVANT e Bas, 2001). O glicerol libertado €
fermentado a AGV, sobretudo a 4cido propiénico (GARTON et al., 1961). Os 4cidos gordos
livres ndo sio oxidados no ramen dadas as condi¢des de anaerobiose neste compartimento
(CHILLIARD et al., 2000; SAUVANT e Bas, 2001). As estirpes bacterianas Anaerovibrio
lipolytica (HENDERSON e HODGKISS, 1973) e Butyrivibrio fibrisolvens sdo estirpes
lipoliticas bem conhecidas (JENKINS, 1993), sendo o Butyrivibrio fibrisolvens o
microrganismo mais numeroso responsavel pela biohidrogenagdo (KEPLER et al., 1966;
KEPLER ¢ TOVE, 1967; LATHAM et al., 1972). A biohidrogenacdo tem sido, também,
atribuida a Fusocillus sp. ¢ a Ruminococcus sp. (KEMP et al., 1975). Os protozoarios ndo
possuem, provavelmente, actividade lipolitica (GIRARD e HAWKE, 1978), mas,
aparentemente, sdo os principais microrganismos do rimen que fazem a biohidrogenacdo
do 4cido oleico (Cis.1) a 4cido estearico (Cys.0; GUTIERREZ et al., 1962). Embora o processo

evolutivo seja ainda debatido, nfio ha duvida de que a ocorréncia de biohidrogenacio
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Gordura da dieta

Galactosil-acilglicerois Triacilglicerois
\ Lip6lise / AGV
Acidos gordos + Galactose
Glicerol
18:2 (cis, cis) 18:3 (cis, cis, cis) 18:1 (cis, 9)
9,12 9,12, 15

v

18:3 (cis, trans, cis)

9,11, 15

v

18:2 (cis, trans)
9,11

v

18:1 (trans 11)

Esteérico (18:0)

FIGURA 5.2 — Representagdo esquemdtica da lipolise e da biohidrogenaclio da gordura da dieta pelos
microrganismos do rimen.
ADAPTADO DE SCOTT e ASHES (1993).

permite proteger os microbios dos efeitos téxicos dos acidos gordos insaturados (JENKINS,
1993), sendo a actividade lipolitica inibida a valores de pH inferiores a 6 (VAN NEVEL e
DEMEYER, 1996).

Os acidos gordos libertados pela lipolise s@o adsorvidos as particulas onde sdo
hidrogenados e/ou incorporados na frac¢io lipidica das bactérias (DEMEYER e DOREAU,
1999). O equilibrio entre estes dois processos ¢ um dos factores que determina a extens&o
da biohidrogenag¢do dos 4cidos gordos no rimen (HARFOOT ¢ HAZLEWOOD, 1997). A
hidrélise dos lipidos complexos da dieta € necessaria antes de ocorrer a isomerizag&o, pois
esta depende de um grupo carboxilo livre (HAWKE e SILCOOK, 1970; JENKINS, 1993 e
1994). Os PUFA s3o primeiro isomerizados e depois hidrogenados. As isomerases

transformam as liga¢Ges etilénicas cis em ligagdes trans (CHILLIARD et al., 2000; SAUVANT
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e Bas, 2001) e as redutases saturam essas ligagdes (SAUVANT e Bas, 2001). A
biohidrogenagdio no rimen dos acidos linoleico (Cis2) e linolénico (Cy8:3) €, em muitos
casos, extensa (CHILLIARD et al., 2000), sendo, em média de 80 e 92%, respectivamente,
podendo a menor biohidrogenagdo do écido linoleico (Cis2) explicar-se por uma
incorporagdo parcial nas bactérias (BAUCHART et al., 1990), mas, também, pelo facto das
vias bioquimicas serem diferentes (HARFFOT e HAZLEWOOD, 1997). Aparentemente,
nenhuma espécie de microrganismo leva a cabo toda a sequéncia de biohidrogenagéo
(KELLY et al., 1998a). A redugio do trans Cisa ¢, geralmente, uma etapa limitante a
biohidrogenagio completa dos acidos gordos insaturados com 18 atomos de carbono,
induzindo uma acumulagio dos trans Cig1 no ramen (CHILLIARD ef al., 2001a). A etapa
final de conversdo dos 4cidos octadecendicos em 4cido estedrico (Cis.0) nfio é catalisada
pelas enzimas microbianas, mas sim pelas enzimas do préprio animal (LEDOUX et al.,

2000).

Ao contrario do que inicialmente era aceite, a biohidrogenagdo ocorre, também, nos
acidos gordos com 20 e 22 atomos de carbono (ASHES et al., 1992; DOREAU e CHILLIARD,
1997; VAN NEVEL et al., 1999; CHILLIARD et al., 2000). O desaparecimento do &cido
eicosapentanoico (Cao:s) € do acido docosahexanéico (Caz) € extensa, mas, geralmente,

estes acidos gordos no se tornam completamente saturados (CHILLIARD ef al., 2000).

A biohidrogenacio dos 4cidos gordos libertados pela populagdo microbiana leva a
uma reduggo de 70 a 90% dos PUFA e a sua transformagéo em acidos gordos saturados,
sobretudo 4cido estearico (Cig:), ou a isomeros trans de acidos gordos mono-insaturados
(PALMQUIST ¢ JENKINS, 1980; FERLAY et al., 1992). Embora os produtos finais da
biohidrogenagio sejam diversos, os predominantes sio o 4cido estearico (Cis:0; 80%) e o

4cido trans 11 octadecendico (trans 11 Cyg.1; 12%) (BICKERSTAFFE et al., 1972).

A biohidrogenagfio ¢ reduzida com dietas com baixo teor em N (GERSON et dal.,
1982 e 1983) e elevado teor em amido, processo relacionado com a diminuigdo do pH do
rimen que diminui o nimero de bactérias lipoliticas, limitando a biohidrogenagéo e,
também, em primeiro lugar, a lipolise (LATHAM et al., 1972; GERSON et al., 1985;
PALMQUIST ¢ SCHANBACHER, 1991; KOBAYASHI ef al., 1992; JENKINS, 1993; DOREAU e
FERLAY, 1994; CHILLIARD et al., 2001a; SAUVANT e BAs, 2001). LATHAM et al. (1972)
referiram que a biohidrogenag&o do 18:3 (n-3) e do 18:2 (n-6) nas dietas pobres em fibra
foi 59 e 63%, respectivamente, das dietas ricas em fibra e atribuiram esta alteragio a

reducdo de ca 90% do nimero de Butyrivibrio fibrisolvens. O numero reduzido de
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bactérias lipoliticas com dietas com elevada percentagem de amido (situag@o de pH baixo)
parece explicar a menor capacidade de biohidrogenagéo, uma vez que, como ja referido, é
necessario um grupo carboxilo livre nos &acidos gordos para a etapa inicial da

biohidrogenagéo.

Nas dietas com elevada inclusdo de alimentos concentrados outros factores, além
do pH, provavelmente relacionados com a populagio microbiana devem afectar a
biohidrogenagio no rimen (GERSON et al., 1985), nomeadamente o tamanho de particula.
A influéncia do tamanho de particula, de acordo com GERSON et al. (1988), ndo ¢ causada
pela diminuigdo do pH, como sugerido para as dietas ricas em alimentos concentrados, ou
pela concentragdo de AGV ou disponibilidade de N, mas sim pelo niimero reduzido de
bactérias aderentes a pequenas particulas de alimento. Também redug¢des no niimero de
protozoarios ciliados (CHALUPA et al., 1967) e a maior maturidade da forragem (GERSON et
al., 1986) se tém associado com a diminui¢&o da biohidrogenagfo. SAUVANT e BAs (2001)
referem que a eficiéncia de biohidrogenagfo esta significativa e positivamente relacionada
com a relacio acetato/propionato no rimen e negativamente relacionada com a eficiéncia
de crescimento microbiano e a proporgfio de alimentos concentrados nas dietas. Assim, a
biohidrogenagéio de acidos gordos da dieta parece ser menos eficiente em dietas ricas em
alimentos concentrados, promovendo um crescimento microbiano mais intenso € uma
fermentagiio ruminal mais favoravel ao acido propidnico. E possivel que a fermentagéo
propibnica, que utiliza hidrogénio, entre em competi¢do com a biohidrogenagio dos lipidos
no rumen (SAUVANT e BAS, 2001). Apesar de alguns estudos apontarem para que a
percentagem de biohidrogenacdio nfio dependa da natureza e da quantidade de &cidos
gordos ingeridos, mas, sim, da percentagem de alimento concentrado na dieta, o estudo
efectuado por NOBLE et al. (1974) demonstra que existem diferengas na biohidrogenagio
consoante os acidos gordos administrados estejam na forma livre ou esterificados. Nesse
estudo, quando o conteddo ruminal foi incubado in vitro com ftrilinoleina a
biohidrogenagdo foi sempre superior do que quando quantidades aproximadamente iguais

de &cido linoleico (C;g:2) foram adicionadas.

O leite de vaca contém, também, quantidades significativas de A4cido
pentadecandico (Cis.), acido heptadecandico (Ci7.9) e acido heptadecendico (C;7), bem
como isomeros de cadeia ramificada iso C,s. (acido 13-metil-tetradecanoico), anteiso Cis.
(acido 12-metil-tetradecandico), iso Cj7 (4cido 15-metil-hexadecanoico) e anteiso Ci7

(4cido 14-metil-hexadecandico) (DEWHURST et al., 2000b). Tem sido proposto que os
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4cidos gordos de cadeia impar do leite derivam dos é4cidos gordos dos microrganismos do
rimen (MASSART-LEEN ef al., 1983; O’KELLY e SPIERS, 1991; JENKINS, 1993; BARREFORS
et al., 1995; LEE et al., 1999), embora o Cy7,; nio tenha sido detectado em culturas puras
de bactérias do rimen (BAE et al., 2000). Com efeito, os 4acidos gordos de cadeia
ramificada representam mais de 5% do total de 4cidos gordos das bactérias (MASSART-
LEEN ef al., 1983; O’KELLY e SPIERS, 1991; JENKINS, 1993; LEE et al., 1999; BAS et al.,
2003) e os distintos perfis em 4cidos gordos nos lipidos microbianos tém sido utilizados
para identificar classes particulares de bactérias (e.g., tipo Gram; BASILE et al., 1995) ou
para avaliar o grau de homogeneidade de diferentes estirpes de bactérias (DZIERZEWICZ et
al., 1996). Os acidos gordos individuais tém, também, sido utilizados como marcadores de

bactérias e de fungos no solo (BARDGETT e HOBBS, 1996).

A origem microbiana dos acidos gordos de cadeia impar e o teor significativo
desses 4acidos gordos no leite, juntamente com o facto dos 4cidos gordos de cadeia impar
nio terem sido detectados nas plantas (DIEDRICH e HENSCHEL, 1990), levaram DEWHURST
et al. (2000a) a propor que a sua determinagdo no leite pode fornecer, pelo menos, uma
descrigio qualitativa da sintese microbiana no ramen. Além disso, como se pode observar
no QUADRO 5.1, o perfil em 4cidos gordos de cadeia impar e ramificada dos microbios do
ramen ¢é distinto, suportando a hipotese de estes acidos gordos poderem ser utilizados
como marcadores biologicos da populagio microbiana do rumen. Note-se que estes acidos
gordos tém sido utilizados como marcadores para a ingestdo de gordura de animais
ruminantes, quer por animais (ROJAS ef al., 1994), quer por humanos (WOLK ef al., 1998;
SMEDMAN et al., 1999). Nesta matéria, SAUVANT e Bas (2001) colocaram, também, a
hipétese de niveis elevados de ingestdo de proteina verdadeira degradavel no rumen

poderem aumentar o teor em 4cidos gordos de cadeia ramificada (iso C,s.g, anteiso Cis:o,

QUADRO 5.1 — Teores em 4cidos gordos de cadeia impar e ramificada de algumas bactérias do rimen.

Ciso anteiso Cyso 150 Cys9 Ci70 iso Ci70
Selenomonas ruminantium HD4 9,23 3,63 71,32 1,83 1,97
Streptococcus bovis 26 8,88 5,02 3,79 3,98 0,97
Ruminococcus flavefaciens 17 8,16 9,04 19,01 3,07 8,44
Ruminococcus albus J6 6,18 4,96 10,81 3,32 2,00
Prevotella ruminocola brevis B14 13,4 14,80 10,77 1,92 3,95
Prevotella albensis M384 8,29 23,18 11,55 0,88 3,38
P NS <0,001 <0,05 <0,05 <0,001

ADAPTADO DE BAE et al. (2000).

\
\
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iso Ci7.0 € anteiso Ci79) do leite através do fornecimento de maiores quantidades de
precursores de cadeia ramificada (i.e., aminoacidos) aos microrganismos do ramen. Além
disso, foi demonstrado que o perfil em acidos gordos das bactérias do rimen e,
consequentemente, o perfil em éacidos gordos do leite sdo afectados pelo teor em NDF e
pelo nivel de forragem na dieta (DEWHURST et al., 2000b e 2002; VLAEMINK et al., 2002;
BAS et al., 2003). Finalmente, uma razio adicional para o interesse, per se, nos acidos
gordos de cadeia impar do leite foi fornecida por trabalho recente que sugeriu possiveis

efeitos anticancerigenos do acido 13-metil-tetradecandico (iso Cis.0; YANG et al., 2000).

5.3. MATERIAL E METODOS

Amostras de leite de cada vaca e em cada ordenha foram recolhidas, sem
conservante, em dois dias consecutivos da ultima semana de cada periodo experimental (os
mesmos dias utilizados para a recolha de amostras compostas de leite, de fezes, de urina e
de sangue) e de imediato armazenadas a -15 °C, nas experiéncias com vacas leiteiras

descritas no CAPITULO 4 (c.f. 4.3).

Os lipidos e os compostos lipossoluveis das amostras de alimentos e de leite foram
extraidos como descrito, respectivamente, pela NORMALISATION FRANGCAISE V 03-030
(AFNOR, 1991) e pela NorRMA ISO 14156:2001 (ISO, 2001). A metilagéo foi realizada de
acordo com a NORMA ISO 15884:2002 (ISO, 2002a) e a composigdo em acidos gordos foi
determinada por cromatografia gas-liquido de acordo com a NORMA ISO 15885:2002
(IS0, 2002b). As amostras (0,3 pl de esters de metil em n-heptano) foram injectadas com
uma relacdo de split de 20:1 num cromatografo (HEWLETT-PACKARD 6890) equipado com
um detector de chama (HEWLETT-PACKARD, SUNNYVALE, CA). Os ésteres de metil dos
acidos gordos nas fracgdes lipidicas foram separados utilizando uma coluna capilar (60 m
x 0,25 mm i.d. fused silica; SP-2380, SUPELCO, Inc., BELLEFONTE, PA). As temperaturas
do injector e do detector foram mantidas, respectivamente, a 260 °C e a 290 °C. A
temperatura inicial do forno foi mantida a 60 °C durante 0,10 minutos, aumentando, de
seguida, 17 °C por minuto até aos 168 °C, mantida a esta temperatura durante 27 minutos,
aumentando, depois, 4 °C por minuto até aos 235 °C, temperatura que se manteve durante 5
minutos. O hélio foi utilizado como gas de arrasto. Os acidos gordos foram expressos em

percentagem do total de 4cidos gordos.

Os dados, para cada experiéncia, foram sujeitos a andlise de varidncia para um
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delineamento em trés quadrados latinos 3x3 (STEEL e TORRIE, 1980) utilizando o
procedimento General Linear Model do programa SAS (SAS System for Windows,
version 8¢, 1999-2001, SAS INSTITUTE INC., Cary, NC, USA) segundo o modelo linear:

Yijam = B + Qi + Vj(Qy) + Pu(Qi) + Ti + O + Eijim,
onde,
Y = variavel dependente
p = média global
Q; = efeito médio do quadrado i
V;(Q;) = efeito médio da vaca j dentro do quadrado i
Pi(Q;) = efeito médio do periodo k dentro do quadrado i
T, = efeito médio do tratamento 1
O, = efeito médio da ordenha m

Ejjum = erro residual ndio explicado, com distribuigéio assumida normal e

independente.

O modelo continha, também, inicialmente, a interac¢8io tratamento x ordenha, mas,
como esta nunca foi significativa (P>0,05), foi removida do modelo. Quando ocorreram
diferencas significativas, o teste da diferenga minima significativa (STEEL e TORRIE, 1980)
foi utilizado para comparar as médias. O perfil em acidos gordos do leite, calculado por
vaca e por tratamento, foi sujeito a analise de factores (principal component factor
analysis) e a andlise discriminativa canénica utilizando, respectivamente, os procedimentos
Factor analysis e Discriminant analysis do programa SAS (SAS System for Windows,
version 8e, 1999-2001, SAS INSTITUTE INC., Cary, NC, USA).

5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1. Alimentos experimentais

A composi¢io quimica média das dietas foi descrita no CAPITULO 4 (QUADRO 4.5).
As principais diferengas em termos de composigio quimica das dietas entre experiéncias
foram o maior teor em PB na Experiéncia 2 e o menor teor em amido na Experiéncia 1. Na

Experiéncia 1, o teor em PB variou entre 140,4 ¢ 174,5 g kg MS, tendo a dieta RL um
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maior teor em agucares totais, devido a maior inclusio de polpa de citrinos. O teor em
proteina verdadeira das dietas da Experiéncia 2 variou de forma decrescente da dieta U0
para as dietas U5 e Ul0, enquanto os outros nutrientes se mantiveram similares. Na
Experiéncia 3, a composi¢io da dieta foi a mesma em todos os tratamentos, sendo a Gnica

diferenca o modo de distribui¢do do CPr.

A composi¢io dos ingredientes das dietas em éacidos gordos estd apresentada no
QUADRO 5.2. A maior diferenca na composi¢io em acidos gordos das dietas foi o aumento
do teor em acido estedrico (Cig) e a diminuigio dos teores em acidos linoleico (Cig:2) €
linolénico (C;s.3) entre as dietas RL ¢ RH na Experiéncia 1, associados a utiliza¢do de um
suplemento de gordura hidrogenada. Os niveis de quatro acidos gordos de cadeia impar
(iso Cis.o, anteiso Cisy, iso Ci79 € Cy71) encontraram-se, em geral, abaixo do nivel de
deteccdo (0,05% do total de acidos gordos). Os alimentos continham apenas vestigios de
acido pentadecandico (Cjs.), de acido 14-metil-hexadecandico (anteiso Ci7.) e de 4cido
heptadecanoico (Ci7,), ndo se tendo encontrado qualquer relagio entre os niveis destes

acidos gordos nos alimentos e no leite (resultados ndo apresentados).

5.4.2. Perfil em icidos gordos do leite

O perfil em acidos gordos do leite para as experiéncias 1, 2 € 3 esta apresentado,
respectivamente, nos QUADROS 5.3, 5.4 e 5.5. Em termos gerais, a gordura do leite destas
trés experiéncias era rica em acidos miristico (Ci4.0; 9,28 — 11,19%), palmitico (Cjs.0; 32,0
— 37,8%), estearico (Cis.0; 7,75 — 11,76%) e oleico (Cis.1; 24,4 — 29,0%), contendo teores
reduzidos em &cidos linoleico (Cigs; 2,1 — 3,1%) e linolénico (Cis3; 0 — 0,25%). Estes
teores sdo tipicos de leite produzido por vacas alimentadas com dietas com elevada
percentagem de silagem de milho (ABU-GAHZALEH et al., 2001; CHILLIARD ef al., 2001b).
Isto porque, a silagem de milho € mais rica em acido linoleico (C)g.2) do que a silagem de
erva, uma vez que a gordura do grio de milho ¢ constituida por ca 60% de acido linoleico
(Ci82); e porque a silagem de milho favorece a produgdo de C6 a C12 e de 4acido
palmitoleico (C:1; CHILLIARD et al., 2001b).

Na Experiéncia 1, a dieta RL aumentou significativamente os 4cidos gordos
sintetizados de novo (Cs.o, Ci2:0 € Ci4:0), quando comparada com as dietas RM e RH. Isto
resultou, provavelmente, quer dos niveis superiores de aglcares e de pectinas (da maior

inclus@io de polpa de citrinos), quer do menor nivel de inclusio de gordura nesta dieta.
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QUADRO 5.3 — Perfil em acidos gordos (% do total de 4cidos gordos) das amostras de leite recolhidas na

Experiéncia 1.

Acidos gordos (%) RL' RM' RH' EPM} p
n 16 16 16

Cao 0,70 0,58 0,62 0,071 NS
Cso 0,68 0,52 0,57 0,050 NS
Cso 0,65 0,49 0,51° 0,033 e+
Cioo 2,15 1,51 1,89 0,177 t
Cuo 0,24 0,19° 0,20° 0,011 *
Cuzo 2,90 2,43° 237" 0,119 *+
Cuo 10,81° 9,66 9,28" 0,188 i
Ciaa 0,95 0,96 0,97 0,048 NS
Ciso 1,10 1,04 1,13 0,044 NS
anteiso Cys, 0,62* 0,48 0,48 0,040 *
iso Cs9 0,27 0,31 0,29 0,050 NS
Ciso 32,03* 33,44° 34,34° 0,281 xx
Cie1 2,13 2,23 2,22 0,045 NS
Ciro 0,69* 0,60° 0,55° 0,019 b
anteiso Cy7 0,21 0,21 0,22 0,009 NS
iso C17 0,48 0,47 0,45 0,016 NS
Cin1 0,52 0,21 0,38 0,179 NS
Ciso 11,13 10,87 11,76 0,405 NS
Cis 25,27 29,01° 27,66° 0,483 bt
Cus2 3,71° 2,51° 2,10° 0,103 i
Cis3 <0,05 <0,05 <0,05

C14:1/Cra 0,09 0,10 0,11 0,005 t
Ci61/Crs0 0,07 0,07 0,07 - 0,003 NS
C17:1/Crro 0,89 0,34 0,70 0,330 NS

2".°Na mesma linha valores com diferentes notagdes sdo significativamente diferentes (P<0,05).
Tratamentos denominados de acordo com a relagio ERDP/FME: RL, RM e RH proporcionaram,
respectivamente, uma grande deficiéncia, ligeira deficiéncia e ligeiro excesso.

{Erro padrio da média.

* P<0,05.

**+ P<0,01.

*** p<0,001.

1 P<0,10.

Com efeito, a fermentag@o, no rimen, da polpa de citrinos, promove uma maior produgéo
de acetato e de butirato (e.g., WING, 1975; SUTTON et al., 1987) e os acidos gordos de
cadeia longa, do suplemento de gordura, podem ter inibido a sintese de novo de acidos

gordos na glandula maméria (PALMQUIST e JENKINS, 1980; HADSELL ¢ SOMMERFELDT,

171




PERFIL EM ACIDOS GORDOS DO LEITE

QUADRO 5.4 — Perfil em 4cidos gordos (% do total de acidos gordos) das amostras de leite recolhidas na

Experiéncia 2.

~Acidos gordos (%) uo’ us’ uU10’ EPM} P
n 18 18 14
Cuo 0,99 0,91 0,89 0,072 NS
Ceo 0,88 0,77 0,78 0,052 NS
Cso 0,71 0,63 0,65 0,033 NS
Cioo 2,24 2,03 2,15 0,081 NS
Cuo 0,28 0,26 0,27 0,011 NS
Cizo 3,19 2,92 3,10 0,084 t
Ciao 11,19 10,88 11,12 0,121 NS
Cuan 1,03* 0,96" 0,96" 0,017 *
Ciso 1,38 1,37 1,43 0,035 NS
anteiso Ciso 0,43 0,41 0,38 0,013 NS
is0 Cys:0 0,18 0,18 0,16 0,009 NS
Ciso 36,81° 37,42% 37,81° 0,232 *
Cre1 2,11 2,08 2,09 0,030 NS
Cizo 0,60 0,60 0,62 0,013 NS
anteiso Cy7¢ 0,16 0,17 0,17 0,007 NS
iso Ci70 0,31° 0,31° 0,28 0,009 *
Ci71 0,17 0,17 0,18 0,008 NS
Ciso 9,00 9,39 8,89 0,159 t
Cis 24,43 25,24 24,74 0,363 NS
Cisz 2,46 2,32 2,20° 0,067 *
Ciss <0,05 <0,05 <0,05
C14:/Ciao 0,09 0,09 0,09 0,003 NS
Ci6:1/Cis0 0,06 0,06 0,06 0,001 NS
C17:1/Ci7:0 0,28 0,27 0,27 0,008 NS

*5.5Na mesma linha valores com diferentes notagdes sdo significativamente diferentes (P<0,05).
Tratamentos denominados de acordo com o teor em ureia dos alimentos concentrados, respectivamente, 0, 5
e 10 g kg™ para U0, U5 e U10.

1Erro padrio da média.

* P<0,05.

** p<0,01.

*** P<0,001.

+ P<0,10.

1988; EMANUELSON et al., 1991; GRUMMER, 1991; HOFFMAN et al., 1991; DHIMAN e
SATTER, 1993; JENKINS, 1993; DHIMAN ef al., 1995; LOOR e HERBEIN, 1998; CHOUINARD
et al., 1999; CHILLIARD ef al., 2000; BAUMGARD et al., 2001; BENSON et al., 2001; LOOR e
HERBEIN, 2001; WARD et al., 2002; LOOR e HERBEIN, 2003) e ter aumentado as
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QUADRO 5.5 — Perfil em 4cidos gordos (% do total de acidos gordos) das amostras de leite recolhidas na

Experiéncia 3.

Acidos gordos (%) DU’ D2 D1’ EPM} P
n 14 14 14

Cuo 0,57* 0,66 0,42° 0,054 *
Céo 0,47* 0,55 0,40° 0,039 *
Cso 0,41 0,48 0,38 0,028 t
Cuo 1,41 1,53 1,36 0,074 NS
Cuo 0,20 0,21 0,21 0,012 NS
Cizo 2,39 2,47 2,37 0,092 NS
Cuso 10,08 10,16 9,96 0,205 NS
Cua 1,25 1,20 1,21 0,034 NS
Ciso 1,30 1,24° 1,47° 0,051 *
anteiso Cs.o 0,41° 0,46 0,45° 0,010 *
is0 Cys, 0,22 0,23 0,22 0,005 NS
Ciso 35,26 35,99 35,54 0,405 NS
Ciea 2,76 2,68 2,91 0,067 t
Cizo 0,72° 0,71° 0,80° 0,017 %
anteiso Cy7o 0,25 0,26® 0,28 0,007 *
iso Cz 0,53 0,49 0,54 0,018 NS
Cir1 0,27* 0,25 0,28 0,009 *
Ciso 7,94 8,42 7,75 0,184 1
Cis 27,74 26,39 27,49 0,575 NS
Cis2 2,99* 2,70° 3,07° 0,074 **
Cis3 0,24 0,24 0,25 0,008 NS
C14:1/Cra 0,13 0,12 0,12 0,010 NS
Ci6:1/Ciso 0,08 0,07 . 0,08 0,005 NS
Ci7.1/Ciro 0,38 0,35 0,36 0,020 NS

" °Na mesma linha valores com diferentes notagdes sdo significativamente diferentes (P<0,05).
Tratamentos denominados de acordo com a forma de distribuicdo do alimento concentrado proteico,
respectivamente, como alimento completo com a dieta base, em duas refei¢8es antes da dieta base e em uma
refei¢lio antes da distribuigio da dieta base na refei¢io da manhi para DU, D2 e D1.

{Erro padriio da média.

* P<0,05.

** P<0,01.

*** P<0,001.

1 P<0,10.

concentragdes de acido estearico (Cis.0) € de acido oleico (Cig;) no leite (DHIMAN e

SATTER, 1993; WEIGEL et al., 1997; DRACKLEY ef al., 2001).

A diminui¢do da propor¢do de acidos gordos de cadeia curta e média em
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consequéncia da adigio de gordura na dieta pode ser devida: (1) a um efeito de diluigdo
simples, dada a maior absor¢io de acidos gordos de cadeia longa do sangue; (2) 4 menor
disponibilidade de precursores (acetato e B-hidroxibutirato), devido 4 menor ingestdo
voluntaria dos animais alimentados com dietas ricas em gordura; e (3) & menor relagio
acetato/propionato no ramen, causada pela maior ingestéo de 4cidos gordos insaturados
(CHILLIARD et al., 2000 e 2001a). Mas, a auséncia de reducdo da produgdo de acidos
gordos de cadeia curta e média apds a infusdo intravenosa de triglicéridos sugere que o
efeito tem origem no ramen (STORRY et al., 1969a e 1969b). Contudo, a suplementacgdo de
dietas com acidos gordos saturados ou sebo de bovino hidrogenado, fontes de lipidos
relativamente inertes no rimen, diminuiram a proporgdo e a producdo de C6 a C16 na
glandula maméria de vacas leiteiras (BANKS et al., 1984). Igualmente, o fornecimento de
lipidos protegidos na dieta de vacas leiteiras diminuiu a sintese de novo de acidos gordos
na glandula mamaria (MATTOS e PALMQUIST, 1974; GOERING et al., 1977, WRENN et al.,
1978). No entanto, isto pode reflectir a protecgdo incompleta dos lipidos, ja que a sintese

de novo é mais reduzida com acidos gordos insaturados (CLAPPERTON ¢ BANKS, 1985).

Segundo PALMQUIST e JENKINS (1980), a inibicdo da sintese de novo é,
provavelmente, mediada pela inibicdo da ACC, tipo retroacgdo, pelo aumento das
concentragdes de acil-CoA na glandula maméria. Isto foi demonstrado quando as
concentragdes de acido butirico aumentaram em situagSes de diminui¢do do teor em
gordura do leite (STORRY et al., 1973; MATTOS ¢ PALMQUIST, 1974), uma vez que a sua
sintese ¢ independente da formagio de malonil-CoA (LIN e KUMAR, 1972). PIPEROVA et al.
(2000) referem, também, que dietas ricas em alimentos concentrados (70%), quando
comparadas com dietas com 40% de alimento concentrado, promovem menor actividade
das enzimas ACC, FAS e abundincia relativa d¢ ACC mRNA, diminuindo, assim, a
sintese de novo de 4cidos gordos na glindula mamaria. Contudo, a incorporagdo directa de
acidos gordos de cadeia longa na gordura do leite, por economizar glucose, aumenta a
disponibilidade deste nutriente para a sintese de lactose, o que, por sua vez, favorece a

produgco de leite (DAVIS e COLLIER, 1985; WEIGEL et al., 1997).

Nas experiéncias 1 e 2, os niveis de 4cido palmitico (Cie:0) no leite variaram de
acordo com o fornecimento na dieta, respectivamente, pelo aumento de inclusdo de
gordura hidrogenada e pela substituigdo de bagaco de soja por ureia. Igualmente, os niveis
de 4cido linoleico (Cig2) no leite alteraram-se com as diferengas substanciais no seu

fornecimento na dieta, na Experiéncia 1. Os niveis elevados de acido linoleico (Cis:2) no
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leite das vacas alimentadas com a dieta RL podem, também, ter sido provocados pelo
efeito do baixo teor em N da dieta na diminuigo das taxas de biohidrogenagdo (GERSON et
al., 1982 e 1983). Na Experiéncia 2, os niveis de acido linoleico (C;3:2) no leite diminuiram
com a maior inclusfio de ureia. A discrepancia entre os niveis de acido oleico (Cig.) nas
dietas e no leite, da Experiéncia 1, reflectem o facto de existirem outras fontes deste acido
gordo no leite, incluindo a biohidrogenacdo do acido linoleico (Cig.2) € do acido linolénico

(Ci1s:3) e a insaturag8o do acido oleico (Cig:p).

O 4cido linolénico (C;s.3) foi detectado, apenas, no leite na Experiéncia 3, o que
pode reflectir a reduzida capacidade de biohidrogenago com estas dietas com baixo teor
em proteina € elevado teor em amido (SECCAO 5.2.). Note-se que, maiores proporgoes de
acido linolénico (Cis.3) do que de 4acido linoleico (Cis2) e de acido oleico (Cyg) sdo
convertidos em 4cido esteédrico (Cis.0; SAUVANT e BAS, 2001). Ja nas experiéncias 1 e 2,

provavelmente, a biohidrogenacdo ndo tera sido afectada em grande extens3o.

Os tratamentos efectuados tiveram um efeito significativo nos niveis de 4cidos
gordos de cadeia impar no leite, em particular nas experiéncias 1 e 3. Os efeitos mais
notaveis foram os niveis superiores de acido 12-metil-tetradecandico (anteiso Cjs.) na
dieta RL e a redugdo progressiva nos niveis de 4cido heptadecanéico (C;7.0) com o aumento
do teor em PB da dieta na Experiéncia 1. Os niveis superiores da maioria dos acidos
gordos de cadeia impar (efeito significativo para o C,s.g, anteiso Cys.g, C17,0 € anteiso Cy7.)
associaram-se com a dieta mais assincrona (D1) da Experiéncia 3. Como se pensa que
estes acidos gordos derivam dos microrganismos do rimen, as diferengas encontradas

podem reflectir diferengas nos substratos e/ou no ambiente ruminal.

No QUADRO 5.6 apresenta-se a matriz de correlagdes para todos os dados, incluindo
o perfil em 4cidos gordos de cadeia impar do leite, a composi¢do das dietas e o fluxo de
proteina microbiana estimado de acordo com o AFRC (1993; CAPITULO 4). Os resultados
mostram correlagGes significativas entre os fornecimentos de N e de hidratos de carbono
na dieta e o perfil em 4cidos gordos de cadeia impar do leite. O &cido 12-metil-
tetradecanéico (anteiso Cis.0) correlacionou-se significativa e positivamente com o teor em
agucares totais da dieta (r = 0,596), sendo os niveis superiores deste acido na dieta RL,
provavelmente, explicados pela maior inclusio de polpa de citrinos. Este efeito ¢
consistente com o maior teor deste acido nas bactérias associadas a fase liquida (LEE et al.,
1999; DEWHURST et al., 2000b). LEE et al. (1999) observaram que as bactérias associadas a

fase liquida, recolhidas do ramen de vacas alimentadas com silagem de erva e alimento
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concentrado, possuiam maiores teores em acido pentadecandico (Cjs) € em acido 12-
metil-tetradecandico (anteiso Cis.p) € menor em acido 13-metil-tetradecanoico (iso Cis.)
do que as bactérias associadas a fase s6lida. Igualmente, DEWHURST et al. (2000b) referem
maiores concentragdes de acidos gordos totais de cadeia impar no leite de vacas em
pastoreio, com um aumento particular no acido 12-metil-tetradecanéico (anteiso Cis.y), 0

que pode estar relacionado com um nivel superior de bactérias associadas a fase liquida.

Os teores em acido 12-metil-tetradecandico (anteiso C;s), observados nas trés
experiéncias, foram semelhantes aos obtidos por SALAWU ef al. (2002) em vacas
alimentadas com dietas & base de silagens de ervilha e trigo (bicrop) ou com silagens
cortadas num estddio avangado de maturidade de baixo teor em hidratos de carbono
soluveis em agua. No mesmo sentido vdo os resultados de estudos em que participamos
(resultados néo publicados) para o teor em &cido 12-metil-tetradecandico (anteiso Cis.), de
amostras de leite recolhidas numa experi€ncia onde foi avaliada a resposta produtiva de
vacas leiteiras alimentadas com silagens de azevém e de cereais imaturos (trigo e triticale),
suplementadas com uma quantidade fixa de concentrado de baixo teor em agucares
(CABRITA et al., 2003).

O teor em PB da dieta relacionou-se significativa e negativamente com os 4cidos
gordos 15-metil-hexadecandico (iso Ci70), 14-metil-hexadecandico (anteiso Ci7q) €
heptadecandico (Ci7,) (r = -0,669; r = -0,578; e r = -0,559, respectivamente), sugerindo
que estes 4cidos gordos podem ser marcadores de deficiéncia em proteina da dieta. Os
niveis de 4cido heptadecanéico (C,7.9) variaram entre 0,80 para a dieta assincrona (D1)
com 144,5 g kg PB (na MS) e 0,55% dos 4cidos gordos do leite para a dieta RH com
174,5 g kg’ PB (na MS). As concentragdes de acido heptadecandico (C;7.9) foram,
também, baixas no leite de vacas alimentadas com as dietas com elevado teor em PB (18,2
a 20,2 % de PB na MS) utilizadas por SALAWU et al. (2002). Nas amostras de leite
recolhidas no estudo acima referido (CABRITA et al., 2003) € em que os teores em PB das
dietas variaram entre 12,7 e 14,5% (na MS), foram observados teores em 4acido 15-metil-
hexadecandico (iso Cj70) e em 4acido 14-metil-hexadecandico (anteiso Cir.)
significativamente superiores nas dietas com menor teor em PB, sendo, no geral, os teores
nestes 4cidos, também, elevados. Embora ndo seja claro o porqué dos niveis de acido
heptadecandico (C,7.9) aumentarem com a deficiéncia em proteina da dieta, uma explicacéo
pode ser a alterag@io na populagio microbiana. Por exemplo, é bem conhecido que existem

diferencas significativas entre as bactérias do rimen em termos de teor em é&cido

177




PERFIL EM AcIDoS GORDOS DO LEITE

heptadecanoico (Ci7.0; BAE et al., 2000). Contrariamente, BAS et al. (2003) nfo observaram
efeito significativo do teor em PB da dieta no perfil em acidos gordos de bactérias isoladas

de fluido ruminal de cabras.

A correlagfio significativa e negativa entre os teores em NDF e em PB da dieta (r =
-0,445) e o facto do acido 15-metil-hexadecanéico (iso Ci70) e do acido 14-metil-
hexadecanoico (anteiso Ci7.) se terem relacionado significativa e positivamente com o
teor em NDF (r = 0,567 e r = 0,463, respectivamente) deixa em aberto a possibilidade
destes acidos gordos estarem relacionados com o fornecimento de NDF. BAS ef al. (2003)
observaram que o teor em NDF da dieta se correlacionou significativa e negativamente
com o teor em acido estedrico (Cig.) € significativa e positivamente com os teores em
4cidos gordos de cadeia impar, em 4cidos gordos de configuragdo iso ¢ em 4cidos gordos
de configuracio anteiso de bactérias isoladas de fluido ruminal de cabras. Estes autores,
obtiveram, também, correlagdes significativas e positivas entre os acidos gordos
pentadecanéico (Cis), heptadecandico (Ciz:), 13-metil-tetradecandico (iso Ciso), 12-
metil-tetradecandico (anteiso Cisyp), 15-metil-hexadecanédico (iso Ci70) € 14-metil-
hexadecanéico (anteiso Cy7.0). No nosso estudo, a elevada correlagdo positiva (r = 0,789)
encontrada entre o acido 15-metil-hexadecandico (iso Ci70) e o acido 14-metil-
hexadecanéico (anteiso Ci70) pode, também, sugerir que estes acidos gordos estdo

associados com a mesma populagdo microbiana do rimen.

A diminuigio do teor em proteina verdadeira na Experiéncia 2 mostrou tendéncia
para reduzir os niveis dos &cidos 15-metil-hexadecandico (iso Cj70) € 12-metil-
tetradecandico (anteiso Cjsyp), possivelmente reflectindo a redu¢do no fornecimento de
precursores de cadeia ramificada (i.e. aminoacidos), como sugerido por SAUVANT e Bas
(2001). O efeito nos niveis de acidos gordos de cadeia impar e ramificada observado na
Experiéncia 3 pode ser explicado por um maior fornecimento de precursores em
consequéncia da ineficiéncia proteica no rimen com a dieta assincrona (D1). Contudo, esta
hipétese nfio é suportada pelos resultados da Experiéncia 1 que envolveu grandes
diferencas no teor em PB e ou ndo mostrou nenhum efeito ou um efeito negativo de
proteina adicional no teor em é4cidos gordos de cadeia impar e ramificada no leite, com

excepgdo do acido 13-metil-tetradecandico (iso Cys.o).

As correlagdes observadas, neste trabatho, entre o teor em amido da dieta € o perfil
em 4cidos gordos de cadeia impar do leite, tende a reflectir a elevada e significativa

correlagio (r = -0,805) entre os teores em NDF e em amido das dietas.

178




PERFIL EM ACIDOS GORDOS DO LEITE

O fluxo de proteina microbiana para o duodeno, estimado de acordo com o AFRC
(1993) e apresentado no CAPITULO 4, relacionou-se significativa e negativamente com
todos os acidos gordos de cadeia impar, com excepgdo do acido 13-metil-tetradecandico
(iso Cis,) e do acido pentadecandico (Cis.o). E, porém, dificil identificar se este efeito é
real ou se reflecte as relagdes, acima discutidas, entre a composigdo da dieta (sobretudo o
teor em PB) e os acidos gordos de cadeia impar. Saliente-se que, na maioria dos casos, o
fluxo estimado (AFRC, 1993) de proteina microbiana para o duodeno foi limitado pelo

fornecimento de ERDP.

A andlise de factores (principal component factor analysis), que examina as
relagdes numa unica série de variaveis, foi utilizada para estudar os padrdes de alteragio
dos diferentes grupos de acidos gordos na amplitude de amostras e de dietas utilizada neste
trabalho. Agrupamentos de acidos gordos longe da origem sugerem origens/vias comuns
(MASSART-LEEN e MASSART, 1981), que sdo importantes para a variagdo geral nos
resultados do perfil em acidos gordos. Recentemente, FIEVEZ, VLAEMINCK, ¢ DEWHURST
(2003, comunicagdo pessoal) utilizaram a andlise de componentes principais em dados do
perfil em 4cidos gordos de amostras de leite obtidas a partir de uma maior amplitude de
dietas do que as utilizadas no nosso estudo e mostraram que é possivel identificar
origens/vias comuns de digestdo e de metabolismo dos acidos gordos (incluindo a sintese
de novo, o fornecimento na dieta, a sintese microbiana e a ac¢io da A’-desaturase na

glandula mamaria).

A analise de factores (principal component factor analysis) parece ter fornecido
uma descrigfio interessante dos nossos dados. Os resultados estio apresentados nas
FIGURAS 5.3 (comparagdo dos factores 1 e 2) e 5.4 (comparagdo dos factores 1 € 3). O
primeiro factor, que explicou 47,2% da variagdo total, agregou os acidos gordos de cadeia
curta e média em oposigéo aos acidos gordos 15-metil-hexadecandico (iso Cy7.), 14-metil-
hexadecandico (anteiso Cy7.) e acido oleico (C;s.1). O segundo factor explicou 21,7% da
variagio e agregou os 4cidos gordos miristoleico (Cj4), palmitoleico (Cis.1),
pentadecanéico (Cys.0) e heptadecanoico (Cj7.9) em oposi¢io ao acido estearico (Cig.o) € 0
factor 3 explicou 13,3% da variagfio e agregou os acidos 12-metil-tetradecanéico (anteiso
Cis.0), heptadecandico (C;7.9), 15-metil-hexadecandico (iso C;7.9) e linoleico (Cig2) em

oposicdo ao acido estearico (Cig:0).

Imediatamente 6bvia € a estreita associagdo entre os acidos gordos de cadeia curta

(Cao a0 Cip0) €, em menor extensdo, os acidos gordos de cadeia média (Ciyo €
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FIGURA 5.3 — Planos (plots) do factor 1 versus o factor 2 da anilise de factores (principal component Jactor
analysis) baseada no perfil em acidos gordos do leite (a) sem rotagdo e (b) com rotagio ortogonal.
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Cis0), reflectindo a sua origem comum na sintese de novo. O facto do acido palmitico
(Ci6:0) ndio se ter agrupado com os acidos gordos de cadeia curta e média pode ter sido
devido a sua dupla origem, com uma propor¢do dependente do fornecimento na dieta
(JENKINS, 1993; ENJALBERT et al., 1998; CHILLIARD et al., 2000 e 2001a; CLEGG et al.,
2001). O facto do acido undecandico (Cji.o) se ter agrupado com o 4cido laidrico (Ci2) € 0
4acido miristico (Cy4:0) confirma a sugestfio (DIEDRICH e HENSCHEL, 1990) de que € um

acido gordo de alongamento da cadeia.

Os planos (plots) (FIGURAS 5.3 e 5.4) mostram, também, uma associagdo clara dos
acidos gordos monoendicos (Cis1, Cisi €, em menor extensdo, Ci7i), que so,
predominantemente, produzidos pela actividade da A’-desaturase da glandula maméria nos
correspondentes 4cidos gordos saturados. Enquanto estes resultados confirmam a
semelhanga (factores 1 e 3), existe algo completamente diferente (factor 2) sobre as vias de
producio do acido heptadecenoico (Ci7.1) no leite. Isto é, também, confirmado pelo facto
da relagio C17.1/C17.0 (0,645, 0,273, € 0,362 para as experiéncias 1, 2 e 3, respectivamente)
ter sido muito diferente das relagdes Ci6.1/Cis:0 (0,067, 0,056 ¢ 0,078 para as experiéncias
1, 2 e 3, respectivamente) e Ci4.1/Cia:0 (0,098, 0,089 e 0,123 para as experiéncias 1, 2 € 3,
respectivamente). Igualmente, a correlag@io simples, considerando os dados de todas as
experiéncias, entre 0 Cy41 € 0 Cye foi de 0,74, enquanto as correlages entre o Cis1€0
Ci71, € entre 0 Cig.1 € 0 Cy7.1 foram de 0,05 e 0,11, respectivamente. O facto do acido
oleico (C1g.1) néo se ter agrupado com os outros acidos gordos monoendicos era esperado
devido as suas multiplas origens acima referidas. Por esta razdo, devemos ser cuidadosos a
atribuir qualquer significado ao agrupamento do 4cido 14-metil-hexadecandico (anteiso
Ci7:0), do 4cido 15-metil-hexadecanéico (iso Ci7.0) € do 4cido oleico (Cis:1), embora este
efeito tenha sido evidente mesmo quando a andlise de factores (principal component factor

analysis) foi feita em separado para cada experiéncia (resultados n4o apresentados).

A andlise discriminativa canénica, uma técnica de redugdo de dimensdes
relacionada com os componentes principais e a correlagdo canonica, foi utilizada para
fornecer um resumo das analises simples de variancia. Os planos (plots) das médias das
classes de dietas nas varidveis canonicas, baseados nos é4cidos gordos de cadeia par e
impar, estio apresentados nas FIGURAS 5.5 e 5.6, respectivamente. Os é4cidos gordos de
cadeia impar do leite foram mais sensiveis aos tratamentos do que os acidos gordos de
cadeia par, como demonstrado, claramente, pela maior separagdo dos tratamentos na

Experiéncia 3.
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FIGURA 5.5 — Plano (plor) dos 4cidos gordos de cadeia par das médias das classes de dietas nas varidveis
cané6nicas. Tratamentos denominados de acordo: com a relagdio ERDP/FME, RL, RM e RH proporcionaram,
respectivamente, uma grande deficiéncia, ligeira deficiéncia e ligeiro excesso; com o seu teor em ureia,
respectivamente, 0, 5,0 e 10 g kg para U0, U5 e U10; e com a forma de distribuicdo do alimento
concentrado proteico, respectivamente, como alimento completo com a dieta base, em duas refei¢es antes da
dieta base e em uma refeigdo antes da distribui¢io da dieta base na refeigiio da manha para DU, D2 e D1.

No QUADRO 5.7 encontram-se os coeficientes canénicos (raw canonical
coefficients) para as varidveis independentes baseados na consideragéo separada dos acidos
gordos de cadeias par ¢ impar. A comparagio-do tamanho dos coeficientes confirma os
resultados da analise simples de variéncia na identificagio dos 4cidos gordos que variaram
através da série de dados. Os coeficientes baseados nos &acidos gordos de cadeia par
mostram que o acido hexanéico (Cs) € o 4cido octandico (Cs,) foram os acidos gordos
que mais contribuiram para as variaveis, o que ilustra a grande importincia dos substratos
ruminais para a sintese de novo na glandula mamaria. Os 4cidos gordos de cadeia impar
mais significativos foram o 4cido heptadecanéico (C;7.), 0 4acido 12-metil-tetradecandico
(anteiso Cisp), o acido 14-metil-hexadecandico (anteiso Ci79) e o acido 15-metil-
hexadecandico (iso C;7.4), reflectindo, provavelmente, o efeito da natureza do substrato na

predominancia de diferentes classes de microrganismos no rimen.
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FIGURA 5.6 — Planos (plots) dos acidos gordos de cadeia impar das médias das classes de dietas nas variaveis
candnicas (a) CAN 1 versus CAN 2 ¢ (b) CAN 1 versus CAN 3. Tratamentos denominados de acordo: com a
relagio ERDP/FME, RL, RM e RH proporcionaram, respectivamente, uma grande deficiéncia, ligeira
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deficiéncia e ligeiro excesso; com o seu teor em ureia, respectivamente, 0, 5 ¢ 10 g kg' para U0, US e U10; e
com a forma de distribuigdio do alimento concentrado proteico, respectivamente, como alimento completo
com a dieta base, em duas refeigBes antes da dieta base e em uma refei¢8o antes da distribui¢io da dieta base
na refei¢io da manh para DU, D2 ¢ D1.

QUADRO 5.7 — Coeficientes candnicos (raw canonical coefficients) para as varidveis canénicas significativas
para os 4cidos gordos de cadeia par (PAR) e cadeia impar (IMPAR) do leite.

PAR CAN1' CAN?2' IMPAR CAN1' CAN 2’ CAN 3*
Cuo 0,8451 52316 Ciso -2,4666 -1,8419 -1,6997
Cso 10,6579 -4,1669 anteiso Cys, 6,1965 -4,5297 6,5648
Cso -16,4190 2,4765 iso Cys: -0,2785 -5,2112 -3,5447
Cuoo 0,4284 -1,3051 Ci7o 8,6975 16,7390 6,2894
Cizo 1,5129 0,0984 anteiso Ci7 -6,0185 1,3788 -18,2093
Cuo 0,3699 1,1581 iso Cy2:0 7,1892 -7,2549 -4,2372
Cua 20,2115 -0,0677 Ci1 2,0919 0,1569 2,2970
Ciso 0,4747 0,2281

Cier -0,2368 -0,0955

Ciso 0,1596 0,1290

Cis1 0,4517 0,0725

Cis2 -1,0584 1,7230

R*¥ 0,754 0,618 0,733 0,542 0,497
P<0,001.

2p<0,05.

tEntre CAN,; e as variaveis de classe.

5.5. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o perfil em acidos gordos do leite € significativamente
afectado pelo fornecimento, na dieta, quer de N, quer de hidratos de carbono. A anélise de
factores (principal component factor analysis) parece ter permitido uma descrigéo razoavel
dos dados, discriminando claramente entre os 4cidos gordos que sdo sintetizados na
glandula mamaria (4cidos gordos de cadeia curta e média), que dependem da actividade da
A’ -desaturase (4cidos gordos monoendicos), que sdo sobretudo absorvidos directamente
da corrente sanguinea (4cidos gordos de cadeia longa) e aqueles que dependem das
populacdes microbianas no ramen (acidos gordos de cadeia impar). Além disso, os 4cidos
gordos de cadeia impar, no leite, apresentaram um poder discriminatério superior entre as
dietas. Os niveis de 4cido 12-metil-tetradecandico (anteiso C)s) aumentaram com o
fornecimento de agucares na dieta e o acido heptadecanéico (C;7.) parece ser um marcador

da deficiéncia em proteina. Adicionalmente, o acido 15-metil-hexadecanéico (iso Cy7.0) € 0
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dcido 14-metil-hexadecanéico (anteiso Ci7.0) associaram-se com os teores em NDF e em
PB das dietas. Estes resultados sugerem que os 4cidos gordos de cadeia impar no leite tém
potencial para serem utilizados como uma técnica ndo invasiva para avaliar a fungdo
ruminal em termos de populagdes microbianas, substratos e interacgbes, embora esta
hip6tese deva ser validada, por exemplo, pela utilizagdo de técnicas de biologia genética
aplicadas a ecologia ruminal. S&o, também, necessarios mais estudos para identificar os
efeitos de outros factores, como o estadio de lactagdo (mobiliza¢do de gordura corporal) e

fontes de gordura na dieta, no perfil em 4cidos gordos do leite.
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“In order to contribute to the development and knowledge of the
microbial contribution to the profile of nutrients available for
absorption in the ruminant, it is essential that models are based on

sound biological and mathematical principles.” (DUKSTRA et al., 2003).

CAPITULO 6
Conclusoes Finais

bibliografia (CAPITULO 2) mostrou que o crescimento microbiano varia com as

fontes de N e de energia, nfo esquecendo que, num dado momento, a forma

preferencial de N da populagdo microbiana depende do tipo de substrato
energético e vice-versa, com efeitos marcados na actividade proteolitica, na digestibilidade
da fibra e na alteracfio dos efeitos dos substratos. A reciclagem de N para o rimen ¢ outro
aspecto invariavelmente referido. Isto porque a capacidade que os ruminantes
desenvolveram para reciclar N pode, quer colmatar parcialmente o défice em N degradavel
de dietas deficientes, quer aumentar o sincronismo, no rimen, entre as disponibilidades de
N e de energia de dietas aparentemente equilibradas. Contrariamente, a reciclagem intra-
ruminal de N, por diminuir o fluxo de proteina microbiana para o duodeno, deve ser
contrariada. A modificagio das taxas de dilui¢io ruminais, pela redugio do tamanho de
particula ou pela adigdo de sais, constitui solugdo viavel, para esse fim. Reconhece-se,
ainda, que as estratégias de alimentagfio da vaca leiteira devem permitir reduzir as
necessidades de manuten¢do dos microrganismos, por forma a que a eficiéncia de sintese

de proteina microbiana seja maximizada.

A informag@o analisada no CAPITULO 3 permite concluir que o estreito sincronismo
entre a libertagio de energia e de N traz beneficios principalmente em casos em que o
crescimento microbiano € limitado por insuficiéncia de qualquer destes elementos. Com
efeito, parece que os animais ruminantes desenvolveram mecanismos para atenuar os
efeitos do assincronismo da disponibilizagdo de nutrientes no ramen, nomeadamente pela
alteracdo dos padrdes de ingestio, pela capacidade de armazenagem de hidratos de carbono

pela populagéio microbiana durante periodos de deficiéncia de N e pela maior reciclagem
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de N, para o ramen, com dietas assincronas.

Do trabalho experimental (CAPITULO 4) conclui-se que dietas com baixa relagdo
ERDP/FME, mas que satisfagam as necessidades em MP, promovem menor ingestio de
MS e menor producio de leite. Pelo contrario, o fornecimento de RDP em excesso, em
relagdo a quantidade de FME fornecida pela dieta, nfio aumentou a ingestdo de MS, nem a
produgio de leite em vacas no meio da lactagio, tendo levado a um desperdicio de RDP.
Os resultados obtidos mostram, também, que parte da proteina de origem vegetal da dieta
pode ser substituida por N ndo proteico (ureia) sem acarretar efeitos adversos na
produtividade de vacas no inicio da lactag@o, desde que seja garantida a disponibilidade de
hidratos de carbono rapidamente fermentdveis na dieta; e que a sincroniza¢@o das
disponibilidades de N e de energia para os microrganismos do rumen de vacas no meio da
lactagBio aumentou a produg@io de leite, provavelmente, via um aumento da sintese de
proteina microbiana. No entanto, a resposta negativa a dietas assincronas foi, apenas,
observada numa situagiio extrema de assincronismo, pelo que, provavelmente, em
condi¢Bes praticas de alimentagiio pode ndo existir grandes beneficios em balancear
estreitamente a libertacdo de N e de energia no rimen. Os resultados da relagio A/c em
amostras de urina, o método nfio invasivo de estimativa do fluxo de proteina microbiana
para o duodeno utilizado, sugerem que o volume de urina produzido aumenta, quer com a
ingestdio de N, quer com o aumento do assincronismo. Esta técnica ndo permitiu, todavia,
identificar diferencas antecipadas no fluxo de proteina microbiana para o duodeno, tendo,
também, sido observada variagdo diurna na excre¢8o urinaria de creatinina. Assim sendo,
sera, provavelmente, necessario recolher a totalidade de urina para se estimar o fluxo de

proteina microbiana para o duodeno através da excregfo de DP em vacas leiteiras.

Os resultados apresentados no CAPITULO 5 mostram que o perfil em &cidos gordos
do leite é significativamente afectado pelo fornecimento, na dieta, quer de N, quer de
hidratos de carbono. A analise de factores (principal component factor analysis)
discriminou claramente os 4cidos gordos que sdo sintetizados na glandula mamaria (4cidos
gordos de cadeia curta e média), que dependem da actividade da A® -desaturase (4cidos
gordos monoendicos), que sdo sobretudo absorvidos directamente da corrente sanguinea
(4cidos gordos de cadeia longa) e aqueles que dependem das populagdes microbianas no
rimen (4cidos gordos de cadeia impar). A andlise discriminativa can6nica mostrou um
maior poder discriminatério, entre dietas, dos 4cidos gordos de cadeia impar no leite. Os

niveis de acido 12-metil-tetradecanéico (anteiso Cs.0) aumentaram com o fornecimento de
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agucares na dieta, os 4cidos 15-metil-hexadecanodico (iso Ci7.9) € 14-metil-hexadecanoico
(anteiso Cy70) associaram-se com os teores em NDF e em PB, parecendo o acido

heptadecanoéico (Ci7.0) ser um marcador da deficiéncia em proteina.

Conquanto suponhamos que os resultados obtidos permitem identificar estratégias
de suplementacéo azotada de silagens de milho que melhorem a utiliza¢io da fracgio RDP
da dieta, consideramos ser necessario congregar esfor¢os para que, no futuro, se possa
desenvolver trabalho de investigag#o, nesta area, de forma integrada, isto €, que os estudos
de nutri¢gio e alimentaco da vaca leiteira sejam enquadrados numa linha de investigagfo

que albergue todos os componentes do ciclo do N nas exploragdes leiteiras.

No contexto do desenvolvimento de metodologias ndo invasivas ou menos
invasivas de diagnodstico da fungfo ruminal, apesar dos resultados aqui obtidos anteverem
potencial de utilizagdo dos acidos gordos de cadeia impar no leite para avaliar a fungfio
ruminal, esta hipétese deve ser validada. Neste ponto, sdo necessdrios mais estudos que
permitam a identificaciio dos microrganismos e dos efeitos no perfil em 4cidos gordos do
leite de outros factores, como o estadio de lactagdo (mobiliza¢do de gordura corporal) € a
inclusdo de fontes de gordura na dieta. Entendemos, também, ser necessdria mais
investigagdo no sentido de se desenvolverem, com base nesta metodologia ou noutras,
testes rapidos de diagnéstico da fungfo ruminal passiveis de serem aplicados ao nivel da

exploragdo.

Finalmente, pensamos que este trabalho evidencia, uma vez mais, a necessidade dos
sistemas correntes de formulagiio de regimes alimentares — factoriais e estaticos — se
basearem nos mecanismos do rimen e do préprio animal, bem como na dinfmica dos
nutrientes - individuais, sendo, ainda, desejavel que estes permitam prever a variagdo da

composigio dos produtos de origem animal.
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ANEXO 1

QUADRO 1.1.A — Constituigo dos quadrados segundo o numero de lactagdo, dias em lactagdo e produgdo de
leite (kg dia”'; média + desvio padrio).

Nuamero de lactagdo Dias em lactagdo Produgio de leite

Experiéncia 1

Quadrado 1 1,0 £ 0,00 151,0 + 11,14 29,0 £4,30

Quadrado 2 2,0 £0,00 151,74 11,50 30,4 +1,67

Quadrado 3 2,7+1,15 145,3 + 19,50 28,2 7,66
Experiéncia 2

Quadrado 1 4,0+£1,00 83,7+ 16,44 34,8 +4,04

Quadrado 2 1,0 £0,00 75,0 + 35,54 30,6 £ 6,70

Quadrado 3 4,0+1,00 31,3£5,77 36,6 + 3,03
Experiéncia 3

Quadrado 1 3,3+0,58 118,3 £ 24,38 34,9+ 4,60

Quadrado 2 1,0 £0,00 116,3 £47,52 28,3+ 1,10

Quadrado 3 1,0 £0,00 145,7+ 13,61 23,0+3,52

QUADRO 1.2.A — Composigdo quimica (g kg’ MS) das amostras de silagem de milho e de feno de azevém
recolhidas antes do inicio das experiéncias.

Alimento MSt pH Cinza PB GB NDF ADF ADL  Amido
Silagem de mitho
Exp. 1 3214 3,6 41,2 74,2 34,2 500,7 310,3 40,6 3252

Exp. 2e3 3289 3,6 32,6 68,2 249 450,0 256,2 47,0 284.8
Feno de azevém

Exp. 1 908,0 ND 72,1 89,2 11,3 7482 4519 66,4 ND

Exp. 2e3 834,0 ND 71,3 64,3 16,5 685,3 457,2 85,0 ND

tgkg.

QUADRO 1.3.A — Composi¢io quimica dos refugos das experiéncias 1, 2 e 3 (g kg!' MS). Desvio padrio
entre paréntesis.

n MSt Cinza PB NDF ADF ADL Amido
Experiéncia 1
RL 8 418,6 69,9 116,1 464,5 260,8 45,9 146,6
(50,00) (10,28) (26,43) (35,88) (47,68) (11,63) (26,69)
RM 8 400,9 71,2 115,2 490,9 267,5 50,8 134,3
(58,11) 4,53) (15,57) (32,85) (40,75) (6,63) (21,48)
RH 8 388,2 74,3 125,5 473,5 2782 50,7 1422
(69,29) 1,19) (12,61) (21,64) (34,47) (5,03) (27,53)
Experiéncia 2
uo 9 395,1 68,5 130,3 409,7 231,9 422.4 190,4
(60,33) (4,55) 21,71) (52,15) (37,65) (8.41) (39,79)
Us 9 413,6 69,1 131,8 4272 236,3 42,1 177,3
(43,18) (2,36) (15,01) (30,90) (22,94) (5,86) (23,55)
vulo 7 401,7 68,6 134,0 428.8 243,7 43,8 180,9

(57,33) (3,40) (12,04) (25,20) (19,06) (6,30) (10,45)
Experiéncia 3

DU 7 3737 60,0 106,8 500,5 300,2 54,9 154,8
(19,72) (5,77 (11,59) (46,20) (29,84) (12,50) (21,03)
D2 7 3439 58,1 86,5 491,8 291,5 47,8 1938
(41,17) (2,95) (4,85) (31,73) (20,94) (4,91) (34,09)
DI 7 3746 59,3 97,7 504,3 296,0 46,7 161,6

(23,62) (5,13) (29,30) (39,24) (21,11) (3,61) (10,13)

tgkg.
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QUADRO 1.4.A — Anélise de varidncia da digestibilidade da matéria seca da dieta da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,078 0,005 1,41 0,320
Erro 8 0,029 0,004

Total corrigido 23 0,107

Tipo III

Quadrado 2 0,008 0,004 1,04 0,398
Vaca (Quadrado) 5 0,024 0,005 1,31 0,350
Periodo (Quadrado) 6 0,022 0,004 1,00 0,485
Dieta 2 0,021 0,011 2,91 0,113

QUADRO 1.5.A — Analise de varifincia da digestibilidade da matéria orgéinica da dieta da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,074 0,005 1,44 0,308
Erro 8 0,027 0,003

Total corrigido 23 0,101

Tipo Il

Quadrado 2 0,007 0,004 1,09 0,380
Vaca (Quadrado) 5 0,024 0,005 1,38 0,326
Periodo (Quadrado) 6 0,020 0,003 0,99 0,490
Dieta 2 0,020 0,010 2,92 0,111

Quadro 1.6.A — Anélise de variincia da digestibilidade da fibra de detergente neutro da dieta da Experiéncia
1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,265 0,018 1,40 0,323
Erro 8 0,101 0,013

Total corrigido 23 0,365

Tipo I

Quadrado 2 0,023 0,011 0,90 0,444
Vaca (Quadrado) 5 0,074 0,015 1,17 0,401
Periodo (Quadrado) 6 0,074 0,012 0,99 0,492
Dieta 2 0,079 0,039 3,14 0,099

QUADRO 1.7.A — Anélise de varidncia da digestibilidade da matéria seca da dieta da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,082 0,005 2,09 0,147
Erro 8 0,020 0,002

Total corrigido 24 0,101

Tipo I

Quadrado 2 0,001 0,001 0,04 0,958
Vaca (Quadrado) 6 0,022 0,004 1,52 0,286
Periodo (Quadrado) 6 0,046 0,008 3,15 0,069
Dieta 2 0,003 0,001 0,52 0,612

QUADRO 1.8.A — Andlise de varidncia da digestibilidade da matéria orgénica da dieta da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,077 0,005 2,15 0,137
Erro 8 0,018 0,002

Total corrigido 24 0,095

Tipo HI

Quadrado 2 0,002 0,001 0,04 0,964
Vaca (Quadrado) 6 0,021 0,004 1,57 0,271
Periodo (Quadrado) 6 0,044 0,007 3,25 0,063
Dieta 2 0,002 0,001 0,51 0,618
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QUADRO 1.9.A — Andlise de variéncia da digestibilidade da fibra de detergente neutro da dieta da

Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,243 0,015 1,78 0,206
Erro 8 0,068 0,009

Total corrigido 24 0,311

Tipo III

Quadrado 2 0,004 0,002 0,21 0,815
Vaca (Quadrado) 6 0,076 0,013 1,49 0,292
Periodo (Quadrado) 6 0,128 0,021 2,51 0,114
Dieta 2 0,004 0,002 0,21 0,818

QUADRO 1.10.A — Anilise de varidncia da digestibilidade da matéria seca da dieta da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,052 0,003 2,92 0,155
Erro 4 0,004 0,001

Total corrigido 20 0,056

Tipo III

Quadrado 2 0,002 0,001 0,83 0,501
Vaca (Quadrado) 6 0,014 0,002 2,17 0,237
Periodo (Quadrado) 6 0,021 0,003 3,14 0,144
Dieta 2 0,004 0,002 1,86 0,269

QUADRO 1.11.A — Anslise de varidncia da digestibilidade da matéria organica da dieta da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,044 0,003 3,00 0,148
Erro 4 0,004 0,001

Total corrigido 20 0,047

Tipo 11

Quadrado 2 0,002 0,001 0,86 0,488
Vaca (Quadrado) 6 0,012 0,002 2,13 0,243
Periodo (Quadrado) 6 0,017 0,003 3,04 0,150
Dieta 2 0,003 0,001 1,44 0,339

QUADRO 1.12.A — Analise de varidncia da digestibilidade da fibra de detergente neutro da dieta da

Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,122 0,008 3,11 0,141
Erro 4 0,010 0,002

Total corrigido 20 0,132

Tipo I

Quadrado 2 0,003 0,002 0,71 0,545
Vaca (Quadrado) 6 0,040 0,007 2,72 0,176
Periodo (Quadrado) 6 0,043 0,007 2,93 0,158
Dieta 2 0,009 0,005 1,85 0,270
QUADRO 1.13.A — Andlise de varifncia da ingestdo de matéria seca da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 15 99,568 6,638 11,18 0,001
Erro 8 4,749 0,594

Total corrigido 23 104,318

Tipo III

Quadrado 2 54,838 27,419 46,19 0,001
Vaca (Quadrado) 5 20,759 4,152 6,99 0,009
Periodo (Quadrado) 6 4,433 0,739 1,24 0,377
Dieta 2 15,554 7,777 13,10 0,003
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QUADRO 1.14.A — Andlise de variincia da produg#o de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 336,199 22,413 13,91 0,001
Erro 8 12,893 1,612

Total corrigido 23 349,091

Tipo I

Quadrado 2 110,556 55,278 34,30 0,001
Vaca (Quadrado) 5 181,160 36,232 22,48 0,001
Periodo (Quadrado) 6 21,160 3,527 2,19 0,151
Dieta 2 24,118 12,059 748 0,015
QUADRO 1.15.A — Anjlise de varidncia da produgiio de leite corrigida para 4% de gordura da Experiéncia 1.
Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 307,865 20,524 6,34 0,006
Erro 8 25,879 3,235

Total corrigido 23 333,744

Tipo III

Quadrado 2 212,198 106,099 32,80 0,001
Vaca (Quadrado) 5 63,064 12,613 3,90 0,044
Periodo (Quadrado) 6 17,181 2,863 0,89 0,546
Dieta 2 18,306 9,153 2,83 0,118
QUADRO 1.16.A — Anélise de varidncia do teor em gordura do leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 15 9,460 0,631 4,27 0,022
Erro 8 1,180 0,148

Total corrigido 23 10,641

Tipo Il

Quadrado 2 0,815 0,408 2,76 0,122
Vaca (Quadrado) 5 7,599 1,520 10,30 0,003
Periodo (Quadrado) 6 0,475 0,079 0,54 0,768
Dieta 2 0,650 0,325 2,20 0,173
QUADRO 1.17.A — Andlise de varifincia do teor em proteina do leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 1,975 0,132 9,32 0,002
Erro 8 0,113 0,014

Total corrigido 23 2,088

Tipo LI

Quadrado 2 0,244 0,122 8,64 0,010
Vaca (Quadrado) 5 1,510 0,302 21,37 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,193 0,032 2,27 0,140
Dieta 2 0,025 0,012 0,87 0,456
QUADRO 1.18.A — Andlise de varidncia do teor em lactose do leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 4 15 0,538 0,036 3,31 0,046
Erro 8 0,087 0,011

Total corrigido 23 0,625

Tipo III

Quadrado 2 0,018 0,009 0,83 0,470
Vaca (Quadrado) 5 0,424 0,085 7,83 0,006
Periodo (Quadrado) 6 0,036 0,006 0,56 0,753
Dieta 2 0,053 0,027 2,45 0,148
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QUADRO 1.19.A — Anélise de varidncia da produgdo didria de gordura do leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,805 0,054 4,60 0,018
Erro 8 0,093 0,012

Total corrigido 23 0,899

Tipo I

Quadrado 2 0,478 0,239 20,47 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,246 0,049 4,21 0,036
Periodo (Quadrado) 6 0,042 0,007 0,60 0,724
Dieta 2 0,050 0,025 2,14 0,180

QUADRO 1.20.A — Andlise de varifincia da producdo diaria de proteina do leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 15 0,300 0,020 9,10 0,002
Erro 8 0,018 0,002

Total corrigido 23 0,318

Tipo III

Quadrado 2 0,260 0,130 59,05 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,013 0,003 1,20 0,390
Periodo (Quadrado) 6 0,008 0,001 0,63 0,707
Dieta 2 0,016 0,008 3,73 0,072

QUADRO 1.21.A — Andlise de varidncia da producdo diria de lactose do leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,765 0,051 23,88 0,001
Erro 8 0,017 0,002

Total corrigido 23 0,782

Tipo Il

Quadrado 2 0,260 0,130 60,97 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,422 0,084 39,53 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,051 0,009 3,99 0,038
Dieta 2 0,034 0,017 7,96 0,013

QUADRO 1.22.A — Anélise de variéncia da eficiéncia bruta da produgdo de leite, medida como a relagdo entre
a produggo de leite e a ingestiio de matéria seca, da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,672 0,045 3,96 0,028
Erro 8 0,090 0,011

Total corrigido 23 0,762

Tipo 1I

Quadrado 2 0,001 0,001 0,06 0,942
Vaca (Quadrado) 5 0,566 0,113 10,00 0,003
Periodo (Quadrado) 6 0,095 0,016 1,40 0,323
Dieta 2 0,002 0,001 0,09 0,917

QUADRO 1.23.A - Andlise de varidncia da eficiéncia bruta da produgdo de leite, medida como a relagdo entre
a produgciio de leite corrigida para 4% de gordura e a ingestdo de matéria seca, da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 15 0,206 0,014 0,91 0,586
Erro 8 0,121 0,015

Total corrigido 23 0,328

Tipo 111

Quadrado 2 0,049 0,025 1,63 0,254
Vaca (Quadrado) 5 0,057 0,011 0,75 0,611
Periodo (Quadrado) 6 0,075 0,012 0,82 0,582
Dieta 2 0,031 0,016 1,03 0,400
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QUADRO 1.24.A — Anilise de varifincia da eficiéncia de utilizagfio da proteina da dieta na sintese de proteina
do leite, medida como a relagdo entre a produgio de proteina do leite e a ingestiio de proteina bruta, da
Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,032 0,002 2,96 0,063
Erro 8 0,006 0,001

Total corrigido 23 0,038

Tipo I

Quadrado 2 0,004 0,002 2,55 0,139
Vaca (Quadrado) 5 0,004 0,001 0,99 0,479
Periodo (Quadrado) 6 0,003 0,001 0,57 0,743
Dieta 2 0,019 0,010 13,29 0,003

QUADRO 1.25.A — Andlise de varifincia do peso vivo da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 89856,533 5990,436 83,28 0,001
Erro 8 575,467 71,933

Total corrigido 23 90432,000

Tipo 111

Quadrado 2 40394,500 20197,250 280,78 0,001
Vaca (Quadrado) 5 45378,833 9075,767 126,17 0,001
Periodo (Quadrado) 6 3964,450 660,742 9,19 0,003
Dieta 2 360,867 180,433 2,51 0,143

QUADRO 1.26.A — Andlise de varidncia da ingestio de matéria seca da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 219,969 13,748 25,75 0,001
Erro 8 4,271 0,534

Total corrigido 24 224,240

Tipo Il

Quadrado 2 125,895 62,947 117,91 0,001
Vaca (Quadrado) 6 82,327 13,721 25,70 0,001
Periodo (Quadrado) 6 9,869 1,645 3,08 0,072
Dieta 2 1,284 0,642 1,20 0,350

QUADRO 1.27.A — Andlise de varidncia da produgio de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QoM F P
Modelo 16 347,934 21,746 5,64 0,009
Erro 8 30,864 3,858

Total corrigido 24 378,797

Tipo III

Quadrado 2 238,752 119,376 30,94 0,001
Vaca (Quadrado) 6 88,549 14,758 3,83 0,042
Periodo (Quadrado) 6 47,867 7,978 2,07 0,168
Dieta 2 3,365 1,683 0,44 0,661

QUADRO 1.28.A — Anélise de varidncia da producdo de leite corrigida para 4% de gordura da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 769,919 48,120 6,80 0,005
Erro 8 56,624 7,078

Total corrigido 24 826,544

Tipo III

Quadrado 2 514,308 257,154 36,33 0,001
Vaca (Quadrado) 6 88,608 14,768 2,09 0,166
Periodo (Quadrado) 6 139,559 23,260 3,29 0,062
Dieta 2 2,966 1,483 0,21 0,815
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QUADRO 1.29.A — Anélise de varidncia do teor em gordura do leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 7,763 0,485 3,52 0,038
Erro 8 1,101 0,138

Total corrigido 24 8,864

Tipo I1I

Quadrado 2 2,380 1,190 8,64 0,010
Vaca (Quadrado) 6 1,770 0,295 2,14 0,157
Periodo (Quadrado) 6 2,268 0,378 2,75 0,094
Dieta 2 0,309 0,154 1,12 0,372

QUADRO 1.30.A — Anélise de variéincia do teor em proteina do leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,882 0,055 19,53 0,001
Erro 8 0,023 0,003

Total corrigido 24 0,904

Tipo I1I

Quadrado 2 0,168 0,084 29,73 0,001
Vaca (Quadrado) 6 0,478 0,080 28,25 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,165 0,027 9,72 0,003
Dieta 2 0,006 0,003 1,00 0,409

QUADRO 1.31.A — Anélise de varidncia do teor em lactose do leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 1,426 0,089 17,81 0,001
Erro 8 0,040 0,005

Total corrigido 24 1,466

Tipo III

Quadrado 2 0,002 0,001 0,19 0,832
Vaca (Quadrado) 6 0,336 0,056 11,18 0,002
Periodo (Quadrado) 6 0,966 0,161 32,16 0,001
Dieta 2 0,007 0,004 0,71 0,521

QUADRO 1.32.A — Andlise de variancia da producfo didria de gordura do leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 2,095 0,131 5,75 0,009
Erro 8 0,182 0,023

Total corrigido 24 2,277

Tipo I

Quadrado 2 1,210 0,605 26,57 0,001
Vaca (Quadrado) 6 0,254 0,042 1,86 0,205
Periodo (Quadrado) 6 0,451 0,075 3,30 0,061
Dieta 2 0,021 0,011 0,46 0,646

QUADRO 1.33.A — Andlise de varidncia da produgdo diaria de proteina do leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,333 0,021 5,10 0,013
Erro 8 0,033 0,004

Total corrigido 24 0,365

Tipo III

Quadrado 2 0,201 0,100 24,58 0,001
Vaca (Quadrado) 6 0,149 0,025 6,10 0,011
Periodo (Quadrado) 6 0,039 0,006 1,58 0,267
Dieta 2 0,003 0,001 0,36 0,706
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QUADRO 1.34.A — Anilise de varidncia da produgfio didria de lactose do leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 1,485 0,093 7,01 0,004
Erro 8 0,106 0,013

Total corrigido 24 1,591

Tipo I

Quadrado 2 0,641 0,320 24,20 0,001
Vaca (Quadrado) 6 0,454 0,076 5,71 0,014
Periodo (Quadrado) 6 0,377 0,063 4,74 0,024
Dieta 2 0,010 0,005 0,38 0,697

QUADRO 1.35.A — Anélise de variancia da eficiéncia bruta da producgio de leite, medida como a relagéio entre
a producfio de leite e a ingestio de matéria seca, da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,705 0,044 6,53 0,006
Erro 8 0,054 0,007

Total corrigido 24 0,759

Tipo III

Quadrado 2 0,133 0,067 5,88 0,007
Vaca (Quadrado) 6 0,462 0,077 11,40 0,002
Periodo (Quadrado) 6 0,039 0,007 0,97 0,500
Dieta 2 0,014 0,007 1,07 0,387

QUADRO 1.36.A — Andlise de varidncia da eficiéncia bruta da produgéo de leite, medida como a relagéo entre
a producio de leite corrigida para 4% de gordura e a ingestio de matéria seca, da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,537 0,034 3,20 0,050
Erro 8 0,084 0,010

Total corrigido 24 0,621

Tipo HI

Quadrado 2 0,245 0,123 11,69 0,004
Vaca (Quadrado) 6 0,129 0,022 2,05 0,171
Periodo (Quadrado) 6 0,103 0,017 1,64 0,253
Dieta 2 0,001 0,001 0,01 0,993

QUADRO 1.37.A — Andlise de variéncia da eficiéncia de utilizagio da proteina da dieta na sintese de proteina
do leite, medida como a relagéio entre a produgiio de proteina do leite e a ingestdo de proteina bruta, da
Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,022 0,001 7,53 0,004
Erro 8 0,001 0,001

Total corrigido 24 0,023

Tipo 1T

Quadrado 2 0,001 0,001 3,06 0,103
Vaca (Quadrado) 6 0,015 0,002 13,41 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,003 0,001 3,02 0,076
Dieta 2 0,002 0,001 6,02 0,025

QUADRO 1.38.A — Andlise de varifincia do peso vivo da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 60979,260 3811,204 23,02 0,001
Erro 8 1324,500 165,563

Total corrigido 24 62303,760

Tipo III

Quadrado 2 20327,159 10163,580 61,39 0,001
Vaca (Quadrado) 6 23376,167 3896,028 23,53 0,001
Periodo (Quadrado) 6 16454,071 2742,345 16,56 0,001
Dieta 2 224,944 112,472 0,68 0,534
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QUADRO 1.39.A — Andlise de varidncia da ingestdo de matéria seca da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 15 171,009 11,401 42,00 0,001
Erro 5 1,357 0,271

Total corrigido 20 172,366

Tipo III

Quadrado 2 144,666 72,333 266,45 0,001
Vaca (Quadrado) 5 14,345 2,869 10,57 0,011
Periodo (Quadrado) 6 3,658 0,610 2,25 0,196
Dieta 2 0,672 0,336 1,24 0,366

QUADRO 1.40.A — Anélise de variancia da produgao de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 394,299 26,287 51,81 0,001
Erro 5 2,538 0,507

Total corrigido 20 396,836

Tipo Il

Quadrado 2 342,374 171,187 337,41 0,001
Vaca (Quadrado) 5 40,921 8,184 16,13 0,004
Periodo (Quadrado) 6 9,364 1,561 3,08 0,119
Dieta 2 6,865 3,433 6,77 0,038

QUADRO 1.41.A — Anélise de variancia da produgdo de leite corrigida para 4% de gordura da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 624,840 41,656 27,24 0,001
Erro 5 7,646 1,529

Total corrigido 20 632,486

Tipo Il

Quadrado 2 511,912 255,956 167,39 0,001
Vaca (Quadrado) 5 72,627 14,525 9,50 0,014
Periodo (Quadrado) 6 20,925 3,488 2,28 0,192
Dieta 2 10,589 5,294 3,46 0,114

QUADRO 1.42.A — Andlise de varifincia do teor em gordura do leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 15 5,163 0,344 4,26 0,059
Erro 5 0,404 0,081

Total corrigido 20 5,567

Tipo I

Quadrado 2 1,628 0,814 10,08 0,018
Vaca (Quadrado) 5 1,289 0,258 3,19 0,114
Perfodo (Quadrado) 6 1,740 0,290 3,59 0,091
Dieta 2 0,071 0,036 0,44 0,666

QUADRO 1.43.A — Anilise de variancia do teor em proteina do leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 15 1,973 0,132 9,18 0,011
Erro 5 0,072 0,014

Total corrigido 20 2,044

Tipo ITI

Quadrado 2 0,948 0,474 33,10 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,543 0,109 7,57 0,022
Periodo (Quadrado) 6 0,394 0,066 4,59 0,058
Dieta 2 0,013 0,007 0,46 0,656
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QUADRO 1.44.A — Anilise de varincia do teor em lactose do leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 1,455 0,097 17,40 0,003
Erro 5 0,028 0,006

Total corrigido 20 1,483

Tipo HI

Quadrado 2 0,440 0,220 39,42 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,164 0,033 5,87 0,037
Periodo (Quadrado) 6 0,721 0,120 21,54 0,002
Dieta 2 0,002 0,001 0,17 0,847

QUADRO 1.45.A — Andlise de variéncia da produgfo didria de gordura do leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QoM F P
Modelo 15 1,398 0,093 14,42 0,004
Erro 5 0,032 0,006

Total corrigido 20 1,431

Tipo III

Quadrado 2 1,037 0,518 80,19 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,191 0,038 5,90 0,037
Periodo (Quadrado) 6 0,106 0,018 2,74 0,144
Dieta 2 0,022 0,011 1,73 0,269

QUADRO 1.46.A — Anélise de varifncia da produgfo didria de proteina do leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,270 0,018 12,47 0,006
Erro 5 0,007 0,001

Total corrigido 20 0,277

Tipo III

Quadrado 2 0,161 0,080 55,63 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,056 0,011 7,70 0,021
Periodo (Quadrado) 6 0,035 0,006 4,06 0,073
Dieta 2 0,011 0,006 3,91 0,095
QUADRO 1.47.A — Andlise de varifincia da produgio didria de lactose do leite da Experiéncia 3.

Fonte gl 5Q oM F P
Modelo 15 0,792 0,053 33,53 0,001
Erro 5 0,008 0,002

Total corrigido 20 0,800

Tipo II

Quadrado 2 0,632 0,316 200,67 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,081 0,016 10,24 0,012
Periodo (Quadrado) 6 0,076 0,013 7,99 0,019
Dieta 2 0,016 0,008 5,18 0,061

QUADRO 1.48.A — Anédlise de variancia da eficiéncia bruta da produgfo de leite, medida como a relagdo entre
a produgéo de leite e a ingestdo de matéria seca, da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,522 0,035 10,08 0,009
Erro 5 0,017 0,003

Total corrigido 20 0,539

Tipo HI

Quadrado 2 0,258 0,129 37,34 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,249 0,050 14,44 0,005
Periodo (Quadrado) 6 0,022 0,004 1,07 0,481
Dieta 2 0,008 0,004 1,14 0,390
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QUADRO 1.49.A — Andlise de varidncia da eficiéncia bruta da produgdo de leite, medida como a relagéo entre
a producdo de leite corrigida para 4% de gordurae a ingestdo de matéria seca, da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 0,530 0,035 21,55 0,002
Erro 5 0,008 0,002

Total corrigido 20 0,538

Tipo I1I

Quadrado 2 0,254 0,127 71,58 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,213 0,043 25,94 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,078 0,013 7,91 0,019
Dieta 2 0,011 0,006 3,39 0,117

QUADRO 1.50.A — Analise de varifncia da eficiéncia de utilizagdo da proteina da dieta na sintese de proteina
do leite, medida como a relagdo entre a produgio de proteina do leite e a ingestdo de proteina bruta, da

Experiéncia 3.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 15 0,019 0,001 3,39 0,092
Erro 5 0,002 0,001

Total corrigido 20 0,021

Tipo I

Quadrado 2 0,004 0,002 5,60 0,053
Vaca (Quadrado) 5 0,008 0,002 4,11 0,074
Periodo (Quadrado) 6 0,006 0,001 2,73 0,145
Dieta 2 0,001 0,001 1,38 0,333

QUADRO 1.51.A — Anilise de variéncia do peso vivo da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 50813,716 3387,581 19,26 0,002
Erro 5 879,236 175,847

Total corrigido 20 51692,952

Tipo III

Quadrado 2 27420,484 13710,242 77,97 0,001
Vaca (Quadrado) 5 16988,153 3397,631 19,32 0,003
Periodo (Quadrado) 6 6719,995 1119,999 6,37 0,030
Dieta 2 481,031 240,515 1,37 0,336
QUADRO 1.52.A — Anilise de varidncia da concentracdo de alantoina nas amostras de urina da Experiéncia 1.
Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 41786,071 2458,004 5,65 0,001
Erro 53 23044,488 434,802

Total corrigido 70 64830,559

Tipo I

Quadrado 2 2676,947 1338,474 3,08 0,054
Vaca (Quadrado) 5 17149,081 3429,816 7,89 0,001
Periodo (Quadrado) 6 14010,903 2335,150 5,37 0,001
Dieta 2 3638,720 1819,360 4,18 0,021
Hora 2 1523,897 761,949 1,75 0,183

QUADRO 1.53.A — Anilise de varincia da concentragdo de creatinina (mmol I'") nas amostras de urina da
Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 1792,372 105,434 4,99 0,001
Erro 53 1119,781 21,128

Total corrigido 70 2912,153

Tipo I

Quadrado 2 112,494 56,247 2,66 0,079
Vaca (Quadrado) 5 771,333 154,267 7,30 0,001
Periodo (Quadrado) 6 502,420 83,737 3,96 0,002
Dieta 2 193,535 96,768 4,58 0,015
Hora 2 56,630 28,315 1,34 0,271
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QUADRO 1.84.A — Andlise de varidncia da concentragio de creatinina (mmol PV-*”) nas amostras de urina

da Experiéncia 1.

Fonte gL SQ QM F P
Modelo 17 0,135 0,008 5,09 0,001
Erro 53 0,083 0,002

Total corrigido 70 0,217

Tipo III

Quadrado 2 0,014 0,007 4,51 0,016
Vaca (Quadrado) 5 0,054 0,011 6,89 0,001
Perfodo (Quadrado) 6 0,037 0,006 3,99 0,002
Dieta 2 0,015 0,007 4,70 0,013
Hora 2 0,004 0,002 1,27 0,290

QUADRO 1.55.A — Anélise de varidncia da relagfio alantoina/creatinina (mmol mmol ™) nas amostras de urina

da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 11,200 0,659 1,74 0,064
Erro 53 20,087 0,379

Total corrigido 70 31,287

Tipo I

Quadrado 2 0,568 0,284 0,75 0,477
Vaca (Quadrado) 5 3,158 0,632 1,67 0,159
Periodo (Quadrado) 6 6,223 1,037 2,74 0,022
Dieta 2 0,610 0,305 0,80 0,453
Hora 2 0,040 0,020 0,05 0,948

QUADRO 1.56.A — Anilise de varidncia da relagfio alantoina/creatinina (mmol mmol™? PV") nas amostras

de urina da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 17 230804,437 13576,732 2,63 0,004
Erro 53 273774,883 5165,564

Total corrigido 70 504579,321

Tipo HI

Quadrado 2 68086,129 34043,064 6,59 0,003
Vaca (Quadrado) 5 44602,849 8920,570 1,73 0,145
Periodo (Quadrado) 6 105879,281 17646,547 342 0,006
Dieta 2 7699,823 3849911 0,75 0,480
Hora 2 648,971 324,485 0,06 0,939

QUADRO 1.57.A — Anélise de varidncia da estimativa do fluxo de proteina microbiana para o duodeno da

Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 4385737,484 292382,499 49,88 0,001
Erro 8 46898,406 5862,301

Total corrigido 23 4432635,889

Tipo I

Quadrado 2 443088,185 221544,092 37,79 0,001
Vaca (Quadrado) 5 174821,473 34964,295 5,96 0,014
Periodo (Quadrado) 6 60216,861 10036,144 1,71 0,236
Dieta 2 3278263,100  1639131,550 279,61 0,001
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QUADRO 1.58.A — Anélise de varidncia da concentragio de alantoina nas amostras de urina da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QoM F P
Modelo 18 13211,715 733,984 5,06 0,001
Erro 56 8121,076 145,019

Total corrigido 74 21332,791

Tipo III

Quadrado 2 970,333 485,166 3,35 0,042
Vaca (Quadrado) 6 3989,186 664,864 4,58 0,001
Periodo (Quadrado) 6 6618,105 1103,018 7,61 0,001
Dieta 2 1630,509 815,255 5,62 0,006
Hora 2 323,969 161,984 1,12 0,334

QUADRO 1.59.A — Anélise de variéncia da concentrago de creatinina (mmol I'") nas amostras de urina da

Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 18 449,549 24,975 4,35 0,001
Erro 56 321,671 5,744

Total corrigido 74 771,220

Tipo III

Quadrado 2 44,918 22,459 3,91 0,026
Vaca (Quadrado) 6 104,330 17,388 3,03 0,012
Periodo (Quadrado) 6 254,975 42,496 7,40 0,001
Dieta 2 10,501 5,250 0,91 0,407
Hora 2 79,686 39,843 6,94 0,002

0,75

QUADRO 1.60.A — Analise de variancia da concentragio de creatinina (mmol PV™>") nas amostras de urina

da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ oM F p
Modelo 18 0,035 0,002 4,89 0,001
Erro 56 0,022 0,001

Total corrigido 74 0,058

Tipo Il

Quadrado 2 0,005 0,002 6,24 0,004
Vaca (Quadrado) 6 0,007 0,001 2,76 0,020
Periodo (Quadrado) 6 0,024 0,004 9,86 0,001
Dieta 2 0,001 0,001 0,70 0,500
Hora 2 0,005 0,003 6,27 0,004

QUADRO 1.61.A — Analise de varidncia da relagdo alantoina/creatinina (mmol mmol ™) nas amostras de urina
da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 18 20,865 1,159 3,66 0,001
Erro 56 17,755 0,317

Total corrigido 74 38,620

Tipo III

Quadrado 2 2,959 1,480 4,67 0,013
Vaca (Quadrado) 6 7,337 1,223 3,86 0,003
Periodo (Quadrado) 6 3,953 0,659 2,08 0,070
Dieta 2 5,357 2,679 8,45 0,001
Hora 2 2,534 1,267 4,00 0,024
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0,75

QUADRO 1.62.A — Andlise de varidncia da relagfio alantoina/creatinina (mmol mmol” PV*®™) nas amostras

de urina da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 18 473046,471 26280,360 5,33 0,001
Erro 56 275889,225 4926,593

Total corrigido 74 748935,696

Tipo 111

Quadrado 2 131483,488 65741,744 13,34 0,001
Vaca (Quadrado) 6 197432,182 32905,364 6,68 0,001
Periodo (Quadrado) 6 53245433 8874,239 1,80 0,116
Dieta 2 85811,236 42905,618 8,71 0,001
Hora 2 39059,718 19529,859 3,96 0,025

QUADRO 1.63.A — Analise de varidncia da estimativa do fluxo de protefna microbiana para o duodeno da

Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 2800111,633 175006,977 24,85 0,001
Erro 8 56346,624 7043,328

Total corrigido 24 2856458,256

Tipo ITI

Quadrado 2 1348092,935 674046,467 95,70 0,001
Vaca (Quadrado) 6 885796,896 147632,816 20,96 0,001
Periodo (Quadrado) 6 97591,309 16265,218 2,31 0,136
Dieta 2 280978,910 140489,455 19,95 0,001

QUADRO 1.64.A — Anélise de varidincia da concentracio de alantoina nas amostras de urina da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 20615,381 1212,669 2,27 0,014
Erro 45 24013,984 533,644

Total corrigido 62 44629,364

Tipo HI

Quadrado 2 181,394 90,697 0,17 0,844
Vaca (Quadrado) 5 3669,996 733,999 1,38 0,252
Periodo (Quadrado) 6 14075,621 2345,937 4,40 0,001
Dieta 2 1899,888 949,944 1,78 0,180
Hora 2 1151,261 575,631 1,08 0,349

QUADRO 1.65.A — Anilise de varidncia da concentragfio de creatinina (mmol 1) nas amostras de urina da

Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 1583,371 93,139 3,11 0,001
Erro 45 1349,019 29,978

Total corrigido 62 2932,389

Tipo I

Quadrado 2 97,322 48,661 1,62 0,209
Vaca (Quadrado) 5 180,112 36,022 1,20 0,324
Periodo (Quadrado) 6 625,687 104,281 3,48 0,007
Dieta 2 195,298 97,649 3,26 0,048
Hora 2 393,765 196,883 6,57 0,003
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QUADRO 1.66.A — Anélise de varidncia da concentragéo de creatinina (mmol PV~

0,75

) nas amostras de urina

da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ 9)! F P
Modelo 17 0,107 0,006 3,10 0,001
Erro 45 0,092 0,002

Total corrigido 62 0,200

Tipo I

Quadrado 2 0,011 0,006 2,70 0,078
Vaca (Quadrado) 5 0,012 0,002 1,21 0,322
Periodo (Quadrado) 6 0,039 0,007 3,21 0,010
Dieta 2 0,014 0,007 3,31 0,045
Hora 2 0,026 0,013 6,26 0,004

QUADRO 1.67.A — Andlise de variéncia da relagio alantoina/creatinina (mmol mmol ™) nas amostras de urina

da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 13,212 0,777 1,06 0,415
Erro 45 32,877 0,731

Total corrigido 62 46,088

Tipo III

Quadrado 2 0,463 0,232 0,32 0,730
Vaca (Quadrado) 5 2,081 0,416 0,57 0,723
Periodo (Quadrado) 6 4,590 0,765 1,05 0,408
Dieta 2 0,083 0,042 0,06 0,945
Hora 2 5,203 2,601 3,56 0,037

QUADRO 1.68.A — Analise de varidncia da relagio alantoina/creatinina (mmol mmol” PV’

de urina da Experiéncia 3.

0,75

) nas amostras

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 17 312214,890 18365,582 1,74 0,070
Erro 45 474863,996 10552,533

Total corrigido 62 787078,885

Tipo 111

Quadrado 2 50385,475 25192,737 2,39 0,103
Vaca (Quadrado) 5 70512,757 14102,551 1,34 0,266
Periodo (Quadrado) 6 102441,157 17073,526 1,62 0,164
Dieta 2 1619,463 809,732 0,08 0,926
Hora 2 79879,040 39939,520 3,78 0,030

QUADRO 1.69.A — Andlise de varidncia da estimativa do fluxo de proteina microbiana para o duodeno da

Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 1350981,105 90065,407 42,00 0,001
Erro 5 10723,004 2144,601

Total corrigido 20 1361704,109

Tipo 1

Quadrado 2 1142866,986 571433,493 266,45 0,001
Vaca (Quadrado) 5 113328,494 22665,699 10,57 0,011
Periodo (Quadrado) 6 28899,785 4816,631 2,25 0,196
Dieta 2 5306,267 2653,133 1,24 0,366
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QUADRO 1.70.A — Andlise de variincia da concentracfio plasmética de glucose da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 359,290 23,953 2,21 0,130
Erro 8 86,700 10,838

Total corrigido 23 445,990

Tipo HI

Quadrado 2 95,712 47,856 4,42 0,051
Vaca (Quadrado) 5 60,611 12,122 1,12 0,422
Periodo (Quadrado) 6 163,821 - 27,303 2,52 0,113
Dieta 2 44,272 22,136 2,04 0,192

QUADRO 1.71.A — Andlise de varifincia da concentra¢io plasmética de ureia da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QoM F P
Modelo 15 964,793 64,320 7,61 0,003
Erro 8 67,583 8,448

Total corrigido 23 1032,376

Tipo I

Quadrado 2 5,707 2,853 0,34 0,723
Vaca (Quadrado) 5 71,698 14,340 1,70 0,241
Periodo (Quadrado) 6 157,203 26,200 3,10 0,071
Dieta 2 654,771 327,385 38,75 0,001

QUADRO 1.72.A — Anilise de variéncia da concentragfo plasmética de albumina da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 1,736 0,116 2,89 0,067
Erro 8 0,320 0,040

Total corrigido 23 2,055

Tipo III

Quadrado 2 0,804 0,402 10,05 0,007
Vaca (Quadrado) 5 0,760 0,152 3,80 0,046
Periodo (Quadrado) 6 0,156 0,026 0,65 0,690
Dieta 2 0,024 0,012 0,30 0,746
Quadro 1.73.A — Andlise de varifincia da concentragfio plasmatica de proteinas totais da Experiéncia 1.
Fonte gl SQ QM F P
Modelo 15 4,067 0,271 2,58 0,090
Erro 8 0,842 0,105

Total corrigido 23 4,909

Tipo I

Quadrado 2 1,200 0,600 5,70 0,029
Vaca (Quadrado) 5 1,019 0,204 1,94 0,194
Periodo (Quadrado) 6 1,336 0,223 2,12 0,161
Dieta 2 0,443 0,222 ] 2,11 0,184

QUADRO 1.74.A — Analise de varifincia da concentragdo plasmatica de glucose da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F p
Modelo 16 514,061 32,129 1,97 0,166
Erro 8 130,299 16,287

Total corrigido 24 644,360

Tipo III

Quadrado 2 116,638 58,319 3,58 0,078
Vaca (Quadrado) 6 147,146 24,524 1,51 0,289
Periodo (Quadrado) 6 141,217 23,536 1,45 0,307
Dieta 2 23,688 11,844 0,73 0,513
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QUADRO 1.75.A — Anélise de varidncia da concentragio plasmatica de ureia da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 845,913 52,870 4,38 0,020
Erro 8 96,547 12,068

Total corrigido 24 942,460

Tipo I

Quadrado 2 19,879 9,940 0,82 0,473
Vaca (Quadrado) 6 225,429 37,572 3,11 0,070
Periodo (Quadrado) 6 463,108 77,185 6,40 0,010
Dieta 2 7,835 3,918 0,32 0,732

QUADRO 1.76.A — Anlise de varidncia da concentrago plasmética de albumina da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 3,198 0,200 2,40 0,106
Erro 8 0,667 0,083

Total corrigido 24 3,865

Tipo Il

Quadrado 2 0,668 0,334 4,01 0,062
Vaca (Quadrado) 6 0,841 0,140 1,68 0,243
Periodo (Quadrado) 6 1,502 0,250 3,00 0,077
Dieta 2 0,349 0,174 2,09 0,186

QUADRO 1.77.A — Anélise de varifincia da concentragdo plasmatica de proteinas totais da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 9,945 0,622 3,37 0,043
Erro 8 1,474 0,184

Total corrigido 24 11,418

Tipo III

Quadrado 2 2,779 1,390 7,54 0,014
Vaca (Quadrado) 6 3,275 0,546 2,96 0,079
Periodo (Quadrado) 6 2,514 0,419 2,27 0,140
Dieta 2 0,330 0,165 0,90 0,446

QUADRO 1.78.A — Anilise de variancia da concentragéo plasmatica de glucose da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 18 1689,228 93,846 3,08 0,006
Erro 23 699,683 30,421

Total corrigido 4] 2388911

Tipo III

Quadrado 2 265,857 132,928 437 0,025
Vaca (Quadrado) 5 388,385 77,677 2,55 0,056
Periodo (Quadrado) 6 203,493 33,916 1,11 0,384
Dieta 2 0,816 0,408 0,01 0,987
Hora 1 660,054 660,054 21,70 0,001
Dieta x Hora 2 82,750 41,375 1,36 0,277

QUADRO 1.79.A — Anélise de varidncia da concentracfo plasmatica de ureia da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 18 1242,540 69,030 10,16 0,001
Erro 23 156,228 6,793

Total corrigido 41 1398,768

Tipo I

Quadrado 2 16,879 8,440 1,24 0,307
Vaca (Quadrado) 5 207,828 41,566 6,12 0,001
Periodo (Quadrado) 6 206,409 34,401 5,06 0,002
Dieta 2 3,050 1,525 0,22 0,801
Hora 1 628,720 628,720 92,56 0,001
Dieta x Hora 2 146,512 73,256 10,78 0,001
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QUADRO 1.80.A — Anélise de variéincia da concentragéo plasmaética de albumina da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 18 1,197 0,066 9,73 0,001
Erro 23 0,157 0,007

Total corrigido 41 1,354

Tipo I

Quadrado 2 0,176 0,088 12,91 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,555 0,111 16,25 0,001
Perfodo (Quadrado) 6 0,270 0,045 6,58 0,001
Dieta 2 0,002 0,001 0,17 0,842
Hora 1 0,026 0,026 3,84 0,062
Dieta x Hora 2 0,004 0,002 0,31 0,734

QUADRO 1.81.A — Analise de varifncia da concentra¢o plasmética de proteinas totais da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 18 7,430 0,413 9,16 0,001
Erro 23 1,037 0,045

Total corrigido 4] 8,466

Tipo III

Quadrado 2 1,850 0,925 20,53 0,001
Vaca (Quadrado) 5 1,972 0,394 8,75 0,001
Periodo (Quadrado) 6 3,112 0,519 11,51 0,001
Dieta 2 0,299 0,150 3,32 0,054
Hora 1 0,115 0,115 2,56 0,124
Dieta x Hora 2 0,049 0,025 0,54 0,588
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ANEXO I1

QUADRO 2.1.A — Anélise de varidncia do teor em C,., das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,803 0,050 0,66 0,807
Erro 31 2,347 0,076

Total corrigido 47 3,149

Tipo III

Quadrado 2 0,002 0,001 0,02 0,985
Vaca (Quadrado) 5 0,216 0,043 0,57 0,722
Periodo (Quadrado) 6 0,406 0,068 0,89 0,512
Dieta 2 0,125 0,063 0,83 0,447
Ordenha 1 0,093 0,093 1,23 0,277
QUADRO 2.2.A — Anélise de variéincia do teor em Cq das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 0,926 0,058 1,56 0,140
Erro 31 1,148 0,037

Total corrigido 47 2,074

Tipo I

Quadrado 2 0,024 0,012 0,33 0,723
Vaca (Quadrado) 5 0,351 0,070 1,89 0,124
Periodo (Quadrado) 6 0,370 0,062 1,67 0,163
Dieta 2 0,183 0,091 2,47 0,101
Ordenha 1 0,046 0,046 1,23 0,276
QUADRO 2.3.A — Andlise de varifincia do teor em Cg:o das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,992 0,062 3,77 0,001
Erro 31 0,510 0,016

Total corrigido 47 1,502

Tipo I

Quadrado 2 0,057 0,028 1,73 0,194
Vaca (Quadrado) 5 0,364 0,073 4,42 0,004
Periodo (Quadrado) 6 0,339 0,056 3,43 0,010
Dieta 2 0,219 0,109 6,66 0,004
Ordenha 1 0,051 0,051 3,08 0,089
QUADRO 2.4.A — Anélise de varidncia do teor em Cjo, das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QoM F P
Modelo 16 22,016 1,376 2,90 0,005
Erro 31 14,708 0,474

Total corrigido 47 36,724

Tipo IIT :

Quadrado 2 4,498 2,249 4,74 0,016
Vaca (Quadrado) 5 7,010 1,402 2,95 0,027
Periodo (Quadrado) 6 8,492 1,415 2,98 0,020
Dieta 2 3,092 1,546 3,26 0,052
Ordenha 1 0,086 0,086 0,18 0,674
QUADRO 2.5.A — Analise de variéncia do teor em Cy;0 das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 0,167 0,010 5,35 0,001
Erro 31 0,061 0,002

Total corrigido 47 0,228

Tipo I

Quadrado 2 0,026 0,013 6,58 0,004
Vaca (Quadrado) 5 0,067 0,013 6,88 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,055 0,009 4,66 0,002
Dieta 2 0,019 0,009 4,79 0,015
Ordenha 1 0,003 0,003 1,71 0,201
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QUADRO 2.6.A — Anilise de variancia do teor em C;,, das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 16,478 1,030 4,84 0,001
Erro 31 6,595 0,213

Total corrigido 47 23,074

Tipo I

Quadrado 2 3,434 1,717 8,07 0,002
Vaca (Quadrado) 5 8,153 1,631 7,66 0,001
Periodo (Quadrado) 6 2,764 0,461 2,17 0,074
Dieta 2 2,482 1,241 5,83 0,007
Ordenha 1 0,002 0,002 0,01 0,928
QUADRO 2.7.A — Andlise de variincia do teor em C,4, das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 45,508 2,844 5,29 0,001
Erro 31 16,652 0,537

Total corrigido 47 62,160

Tipo Il

Quadrado 2 5,556 2,778 517 0,012
Vaca (Quadrado) 5 15,046 : 3,009 5,60 0,001
Periodo (Quadrado) 6 8,840 1,473 2,74 0,030
Dieta 2 19,186 9,593 17,86 0,001
Ordenha 1 0,711 0,711 1,32 0,259
QUADRO 2.8.A — Anédlise de varifincia do teor em C,,.,; das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 4,278 0,267 7,73 0,001
Erro 31 1,073 0,035

Total corrigido ‘ 47 5,350

Tipo II

Quadrado 2 0,368 0,184 5,31 0,010
Vaca (Quadrado) 5 3,251 0,650 18,79 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,562 0,094 2,71 0,031
Dieta 2 0,002 0,001 0,03 0,973
Ordenha 1 0,083 0,083 2,38 0,133
QUADRO 2.9.A — Andlise de varidincia do teor em C,s.o das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 0,930 0,058 1,98 0,050
Erro 31 0,908 0,029

Total corrigido 47 1,838

Tipo I v

Quadrado 2 0,130 0,065 2,22 0,126
Vaca (Quadrado) 5 0,152 0,030 1,04 0,413
Periodo (Quadrado) 6 0,518 0,086 2,95 0,022
Dieta 2 0,055 0,027 0,94 0,402
Ordenha 1 0,029 0,029 0,99 0,327
QUADRO 2.10.A — Andlise de varifncia do teor em anteiso C,s,, das amostras de leite da Experiéncia 1.
Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,565 0,035 1,47 0,175
Erro 31 0,745 0,024

Total corrigido 47 1,310

Tipo III

Quadrado 2 0,109 0,055 2,27 0,120
Vaca (Quadrado) ‘ 5 0,095 0,019 0,79 0,567
Periodo (Quadrado) 6 0,154 0,026 1,07 0,404
Dieta 2 0,176 0,088 3,66 0,037
Ordenha 1 0,026 0,026 1,09 0,305

259




ANExo 11

QUADRO 2.11.A — Anélise de variincia do teor em iso Cys.0 das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,754 0,047 1,22 0,305
Erro 31 1,193 0,038

Total corrigido 47 1,947

Tipo I

Quadrado 2 0,097 0,049 1,26 0,297
Vaca (Quadrado) 5 0,230 0,046 1,20 0,334
Periodo (Quadrado) 6 0,365 0,061 1,58 0,189
Dieta 2 0,011 0,006 0,15 0,827
Ordenha 1 0,014 0,014 0,36 0,556
QUADRO 2.12.A — Anilise de variéncia do teor em C;¢, das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 253,514 15,845 13,26 0,001
Erro 31 37,032 1,195

Total corrigido 47 290,546

Tipo 1

Quadrado 2 68,511 34,255 28,68 0,001
Vaca (Quadrado) 5 113,278 22,656 18,97 0,001
Periodo (Quadrado) 6 11,083 1,847 1,55 0,196
Dieta 2 40,752 20,376 17,06 0,001
Ordenha 1 17,678 17,678 14,80 0,001
QUADRO 2.13.A — Anjlise de varidncia do teor em C;¢,; das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 6,168 0,385 12,82 0,001
Erro 31 0,932 0,030

Total corrigido 47 7,100

Tipo 1II

Quadrado 2 1,160 0,580 19,28 0,001
Vaca (Quadrado) 5 4,522 0,904 30,07 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,340 0,057 1,89 0,115
Dieta 2 0,087 0,043 1,44 0,252
Ordenha 1 0,058 0,058 1,93 0,175
QUADRO 2.14.A — Anilise de varidncia do teor em C,7, das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,357 0,022 4,31 0,001
Erro 31 0,161 0,005

Total corrigido 47 0,518

Tipo III

Quadrado 2 0,052 0,026 5,05 0,013
Vaca (Quadrado) 5 0,076 0,015 2,95 0,027
Periodo (Quadrado) 6 0,062 0,010 2,01 0,095
Dieta 2 0,160 0,080 15,48 0,001
Ordenha 1 0,001 0,001 0,19 0,662
QUADRO 2.15.A — Anilise de variancia do teor em anteiso C,7, das amostras de leite da Experiéncia 1.
Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,055 0,003 2,91 0,005
Erro 31 0,036 0,001

Total corrigido 47 0,091

Tipo 111

Quadrado 2 0,003 0,001 1,22 0,310
Vaca (Quadrado) 5 0,020 0,004 3,43 0,014
Periodo (Quadrado) 6 0,026 0,004 3,69 0,007
Dieta 2 0,001 0,001 0,13 0,875
Ordenha 1 0,005 0,005 4,61 0,040
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Quadro 2.16.A — Anélise de varidncia do teor em iso C,7, das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,160 0,010 2,74 0,008
Erro 31 0,113 0,004

Total corrigido 47 0,273

Tipo III

Quadrado 2 0,019 0,010 2,61 0,089
Vaca (Quadrado) 5 0,099 0,020 5,41 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,030 0,005 1,38 0,252
Dieta 2 0,004 0,002 0,55 0,582
Ordenha 1 0,008 0,008 2,20 0,148
QUADRO 2.17.A — Anélise de varincia do teor em C,;,; das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 8,582 0,536 1,11 0,389
Erro 31 15,004 0,484

Total corrigido 47 23,586

Tipo III

Quadrado -2 1,165 0,583 1,20 0,314
Vaca (Quadrado) 5 1,786 0,357 0,74 0,601
Periodo (Quadrado) 6 3,996 0,666 1,38 0,255
Dieta 2 0,705 0,352 0,73 0,491
Ordenha 1 0,723 0,723 1,49 0,231
Quadro 2.18.A — Anilise de variéncia do teor em C;g,0 das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 147,324 9,208 3,71 0,001
Erro 31 76,949 2,482

Total corrigido 47 224,273

Tipo I

Quadrado 2 8,751 4,375 1,76 0,188
Vaca (Quadrado) 5 100,099 20,020 8,07 0,001
Periodo (Quadrado) 6 30,472 5,079 2,05 0,089
Dieta 2 6,233 3,117 1,26 0,299
Ordenha 1 6,171 6,171 2,49 0,125
QUADRO 2.19.A — Anélise de varidncia do teor em C,g,; das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 494,172 30,886 8,73 0,001
Erro 31 109,627 3,536

Total corrigido 47 603,799

Tipo III

Quadrado 2 120,243 60,121 17,00 0,001
Vaca (Quadrado) 5 254,046 50,809 14,37 0,001
Periodo (Quadrado) 6 8,124 1,354 0,38 0,884
Dieta 2 107,193 53,596 15,16 0,001
Ordenha 1 3,548 3,548 1,00 0,324
QUADRO 2.20.A — Andlise de varidncia do teor em Cq., das amostras de leite da Experiéncia 1.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 28,523 1,783 11,20 0,001
Erro 31 4,932 0,159

Total corrigido 47 33,455

Tipo III

Quadrado 2 0,278 0,139 0,87 0,428
Vaca (Quadrado) 5 1,270 0,254 1,60 0,190
Periodo (Quadrado) 6 3,671 0,612 3,85 0,006
Dieta 2 21,147 10,573 66,46 0,001
Ordenha 1 0,008 0,008 0,05 0,827
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QUADRO 2.21.A — Andlise de variéncia do teor em Cy, das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 2,597 0,153 1,96 0,049
Erro 32 2,489 0,078

Total corrigido 49 5,087

Tipo I

Quadrado 2 0,193 0,097 1,24 0,303
Vaca (Quadrado) 6 0,627 0,105 1,34 0,267
Periodo (Quadrado) 6 1,363 0,227 2,92 0,022
Dieta 2 0,091 0,045 0,58 0,564
Ordenha 1 0,152 0,152 1,96 0,171
QUADRO 2.22.A — Andlise de variéincia do teor em Cq das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte g.l SQ QM F P
Modelo - 17 1,455 0,086 2,06 0,039
Erro 32 1,332 0,042

Total corrigido 49 2,787

Tipo I

Quadrado 2 0,039 0,019 0,47 0,631
Vaca (Quadrado) 6 0,583 0,097 2,33 0,056
Periodo (Quadrado) 6 0,553 0,092 2,21 0,067
Dieta 2 0,111 0,056 1,33 0,278
Ordenha 1 0,076 0,076 1,83 0,186
QUADRO 2.23.A — Anélise de varidncia do teor em Cgy das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 0,585 0,034 2,12 0,033
Erro 32 0,521 0,016

Total corrigido 49 1,106

Tipo I1I

Quadrado 2 0,001 0,001 0,03 0,973
Vaca (Quadrado) 6 0,303 0,050 3,10 0,017
Periodo (Quadrado) 6 0,184 0,031 1,89 0,114
Dieta 2 0,059 0,029 1,80 0,181
Ordenha 1 0,025 0,025 1,51 0,228
QUADRO 2.24.A — Anélise de varidncia do teor em Co das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 4,438 0,261 2,63 0,009
Erro 32 3,174 0,099

Total corrigido 49 7,612

Tipo Il

Quadrado 2 0,304 0,152 1,53 0,231
Vaca (Quadrado) 6 2,293 0,382 3,85 0,005
Periodo (Quadrado) 6 1,127 0,188 1,89 0,113
Dieta 2 0,417 0,208 2,10 0,139
Ordenha 1 0,013 0,013 0,14 0,715
QUADRO 2.25.A — Andlise de variéncia do teor em C;;, das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 0,099 0,006 3,25 0,002
Erro 32 0,057 0,002

Total corrigido 49 0,156

Tipo I

Quadrado 2 0,014 0,007 4,03 0,028
Vaca (Quadrado) 6 0,036 0,006 3,32 0,012
Periodo (Quadrado) 6 0,042 0,007 3,91 0,005
Dieta 2 0,007 0,003 1,94 0,160
Ordenha 1 0,002 0,002 1,29 0,264
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QUADRO 2.26.A — Andlise de varidncia do teor em C,,., das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 6,390 0,376 3,55 0,001
Erro 32 3,387 0,106

Total corrigido 49 9,777

Tipo IIT

Quadrado 2 0,804 0,402 3,80 0,033
Vaca (Quadrado) 6 2,917 0,486 4,59 0,002
Periodo (Quadrado) 6 1,398 0,233 2,20 0,069
Dieta 2 0,673 0,336 3,18 0,055
Ordenha 1 0,012 0,012 0,11 0,737
QUADRO 2.27.A — Anélise de variéncia do teor em C,4, das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 17,634 1,037 4,65 0,001
Erro 32 7,139 0,223

Total corrigido 49 24,773

Tipo III

Quadrado 2 0,391 0,195 0,88 0,426
Vaca (Quadrado) 6 9,940 1,657 7,43 0,001
Periodo (Quadrado) 6 3,020 0,503 2,26 0,063
Dieta 2 0,926 0,463 2,08 0,142
Ordenha 1 2,394 2,394 10,73 0,003
QUADRO 2.28.A — Anélise de varidncia do teor em C,4, das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 5,066 0,298 66,15 0,001
Erro 32 0,144 0,005

Total corrigido 49 5,210

Tipo II

Quadrado 2 1,273 0,637 141,36 0,001
Vaca (Quadrado) 6 2,836 0,473 104,95 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,378 0,063 13,98 0,001
Dieta 2 0,051 0,026 5,67 0,008
Ordenha 1 0,006 0,006 1,39 0,247
QUADRO 2.29.A — Andlise de varidncia do teor em C;s.q das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 6,042 0,355 19,44 0,001
Erro 32 0,585 0,018

Total corrigido 49 6,627

Tipo I

Quadrado 2 0,268 0,134 7,33 0,002
Vaca (Quadrado) 6 5,106 0,851 46,55 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,529 0,088 4,82 0,001
Dieta 2 0,021 0,010 0,57 0,572
Ordenha 1 0,044 0,044 2,43 0,129
QUADRO 2.30.A — Anélise de variincia do teor em anteiso C,s., das amostras de leite da Experiéncia 2.
Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 0,088 0,005 1,94 0,052
Erro 32 0,085 0,003

Total corrigido 49 0,173

Tipo III

Quadrado 2 0,001 0,001 0,06 0,941
Vaca (Quadrado) 6 0,046 0,008 2,89 0,023
Periodo (Quadrado) 6 0,027 0,004 1,67 0,160
Dieta 2 0,011 0,006 2,15 0,133
Ordenha 1 0,001 0,001 0,08 0,786
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QUADRO 2.31.A — Anélise de varidncia do teor em iso Cys, das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 0,037 0,002 1,83 0,068
Erro 32 0,038 0,001

Total corrigido 49 0,075

Tipo III

Quadrado 2 0,008 0,004 3,21 0,054
Vaca (Quadrado) 6 0,005 0,001 0,75 0,614
Periodo (Quadrado) 6 0,013 0,002 1,89 0,113
Dieta 2 0,003 0,002 1,48 0,243
Ordenha 1 0,001 0,001 0,04 0,838
QUADRO 2.32.A — Anélise de varidncia do teor em C;s, das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 210,233 12,367 15,18 0,001
Erro 32 26,064 0,815

Total corrigido 49 236,297

Tipo III

Quadrado 2 13,833 6,916 8,49 0,001
Vaca (Quadrado) 6 121,958 20,326 24,96 0,001
Periodo (Quadrado) 6 20,477 3,413 4,19 0,003
Dieta 2 7,107 3,554 4,36 0,021
Ordenha 1 39,605 39,605 48,62 0,001
QUADRO 2.33.A — Anilise de variéncia do teor em Cy¢.) das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 11,969 0,704 52,05 0,001
Erro 32 0,433 0,014

Total corrigido 49 12,402

Tipo III

Quadrado 2 2,475 1,238 91,50 0,001
Vaca (Quadrado) 6 7,554 1,259 93,07 0,001
Periodo (Quadrado) 6 1,019 0,170 12,56 0,001
Dieta 2 0,009 0,005 0,33 0,719
Ordenha 1 0,173 0,173 12,78 0,001
QUADRO 2.34.A — Anlise de varidncia do teor em C,7,0 das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 0,327 0,019 7,85 0,001
Erro 32 0,079 0,002

Total corrigido 49 0,406

Tipo III

Quadrado 2 0,041 0,021 8,40 0,001
Vaca (Quadrado) 6 0,245 0,041 16,65 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,053 0,009 3,58 0,008
Dieta 2 0,002 0,001 0,37 0,691
Ordenha 1 0,001 0,001 0,36 0,553
QUADRO 2.35.A — Anilise de varifincia do teor em anteiso C,7 das amostras de leite da Experiéncia 2.
Fonte gL SQ QM F P
Modelo 17 0,064 0,004 5,71 0,001
Erro 32 0,021 0,001

Total corrigido 49 0,085

Tipo III

Quadrado 2 0,023 0,012 17,48 0,001
Vaca (Quadrado) 6 0,016 0,003 3,99 0,004
Periodo (Quadrado) 6 0,017 0,003 4,38 0,002
Dieta 2 0,003 0,001 1,90 0,166
Ordenha 1 0,001 0,001 2,05 0,162
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QUADRO 2.36.A — Andlise de varidncia do teor em iso C;7., das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ OM F P
Modelo 17 0,152 0,009 7,57 0,001
Erro 32 0,038 0,001

Total corrigido 49 0,189

Tipo HI

Quadrado 2 0,037 0,018 _ 15,58 0,001
Vaca (Quadrado) 6 0,061 0,010 8,57 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,028 0,005 4,01 0,004
Dieta 2 0,010 0,005 4,30 0,022
Ordenha 1 0,003 0,003 2,20 0,148
QUADRO 2.37.A — Anélise de varidncia do teor em C;,.; das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 0,156 0,009 10,69 0,001
Erro 32 0,027 0,001

Total corrigido 49 0,183

Tipo III

Quadrado 2 0,040 0,020 23,58 0,001
Vaca (Quadrado) 6 0,096 0,016 18,64 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,009 0,002 1,81 0,129
Dieta 2 0,001 0,001 0,36 0,704
Ordenha 1 0,011 0,011 12,78 0,001
QUADRO 2.38.A — Analise de varidncia do teor em C,3. das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 194,120 11,419 29,88 0,001
Erro 32 12,227 0,382

Total corrigido 49 206,347

Tipo III

Quadrado 2 67,275 33,637 88,03 0,001
Vaca (Quadrado) 6 101,204 16,867 44,14 0,001
Periodo (Quadrado) 6 12,268 2,045 5,35 0,001
Dieta 2 2,086 1,043 2,73 0,081
Ordenha 1 0,689 0,689 1,80 0,189
QUADRO 2.39.A - Anilise de varidncia do teor em Cis,; das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 252,685 14,864 745 0,001
Erro 32 63,869 1,996

Total corrigido 49 316,554

Tipo I

Quadrado 2 68,994 34,497 17,28 0,001
Vaca (Quadrado) 6 60,117 10,019 5,02 0,001
Periodo (Quadrado) 6 67,020 11,170 5,60 0,001
Dieta 2 5,892 2,946 1,48 0,244
Ordenha 1 39,837 39,837 19,96 0,001
QUADRO 2.40.A — Anélise de variéincia do teor em Cyq., das amostras de leite da Experiéncia 2.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 17 5,294 0,311 4,55 0,001
Erro 32 2,191 0,068

Total corrigido 49 7,484

Tipo III

Quadrado 2 1,494 0,747 10,91 0,001
Vaca (Quadrado) 6 1,658 0,276 4,04 0,004
Periodo (Quadrado) 6 1,160 0,193 2,82 0,026
Dieta 2 0,463 0,231 3,38 0,047
Ordenha 1 0,102 0,102 1,49 0,231
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QUADRO 2.41.A — Anilise de variéncia do teor em C,.0 das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 1,031 0,064 2,08 0,049
Erro 25 0,775 0,031

Total corrigido 41 1,805

Tipo Il

Quadrado 2 0,226 0,113 3,65 0,041
Vaca (Quadrado) 5 0,288 0,058 1,86 0,138
Periodo (Quadrado) 6 0,315 0,052 1,69 0,164
Dieta 2 0,295 0,148 4,76 0,018
Ordenha 1 0,001 0,001 0,00 0,952
QUADRO 2.42.A — Anilise de variéncia do teor em Ce;o das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 0,629 0,039 2,48 0,020
Erro 25 0,396 0,016

Total corrigido 41 1,025

Tipo 11

Quadrado 2 0,173 0,087 5,47 0,011
Vaca (Quadrado) 5 0,228 0,046 2,87 0,035
Periodo (Quadrado) 6 0,167 0,028 1,75 0,150
Dieta 2 0,113 0,056 3,55 0,044
Ordenha 1 0,003 0,003 0,16 0,689
QUADRO 2.43.A — Anélise de varidncia do teor em Cg.o das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,515 0,032 3,92 0,001
Erro 25 0,205 0,008

Total corrigido 41 0,720

Tipo 11

Quadrado 2 0,121 0,061 7,39 0,003
Vaca (Quadrado) 5 0,260 0,052 6,34 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,098 0,016 2,00 0,103
Dieta 2 0,051 0,026 3,13 0,061
Ordenha 1 0,008 0,008 1,01 0,324
QUADRO 2.44.A — Analise de varidncia do teor em Coo das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo i6 5,806 0,363 6,20 0,001
Erro 25 1,464 0,059

Total corrigido 41 7,270

Tipo I

Quadrado 2 0,833 0,416 7,11 0,004
Vaca (Quadrado) 5 3,681 0,736 12,57 0,001
Periodo (Quadrado) 6 1,065 0,177 3,03 0,023
Dieta 2 0,153 0,076 1,31 0,289
Ordenha 1 0,080 0,080 1,36 0,254
QUADRO 2.45.A — Andlise de variéncia do teor em C;;,, das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,159 0,010 7,08 0,001
Erro 25 0,035 0,001

Total corrigido 41 0,194

Tipo III

Quadrado 2 0,047 0,023 16,57 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,077 0,015 10,91 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,019 0,003 2,25 0,072
Dieta 2 0,001 0,001 0,31 0,737
Ordenha 1 0,002 0,002 1,15 0,295
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QUADRO 2.46.A — Andlise de varidncia do teor em C,,., das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 13,183 0,824 9,15 0,001
Erro 25 2,252 0,090

Total corrigido 41 15,436

Tipo III

Quadrado 2 1,018 0,509 5,65 0,010
Vaca (Quadrado) 5 8,570 1,714 19,03 0,001
Periodo (Quadrado) 6 2,367 0,395 4,38 0,004
Dieta 2 0,054 0,027 0,30 0,744
Ordenha 1 0,229 0,229 2,54 0,124
QUADRO 2.47.A — Anélise de varidncia do teor em C,4, das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 50,855 3,178 7,07 0,001
Erro 25 11,239 0,450

Total corrigido 41 62,095

Tipo I

Quadrado 2 1,719 0,860 1,91 0,169
Vaca (Quadrado) 5 24,318 4,864 10,82 0,001
Periodo (Quadrado) 6 11,756 1,959 4,36 0,004
Dieta 2 0,219 0,109 0,24 0,786
Ordenha 1 4,149 4,149 9,23 0,006
QUADRO 2.48.A — Anilise de varifincia do teor em C,4.; das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 1,555 0,097 7,85 0,001
Erro 25 0,310 0,012

Total corrigido 41 1,865

Tipo I

Quadrado 2 0,202 0,101 8,16 0,002
Vaca (Quadrado) 5 0,702 0,140 11,34 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,443 0,074 5,97 0,001
Dieta 2 0,014 0,007 0,55 0,584
Ordenha 1 0,001 0,001 0,01 0,923
QUADRO 2.49.A - Andlise de varifincia do teor em C,s, das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 3,586 0,224 8,06 0,001
Erro 25 0,695 0,028

Total corrigido 41 4,282

Tipo I

Quadrado 2 0,099 0,050 1,79 0,188
Vaca (Quadrado) 5 1,826 0,365 13,13 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,485 0,081 2,91 0,027
Dieta 2 0,306 0,153 5,50 0,011
Ordenha 1 0,028 0,028 1,02 0,323
QUADRO 2.50.A — Anélise de varidncia do teor em anteiso C,s,, das amostras de leite da Experiéncia 3.
Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 0,187 0,012 10,44 0,001
Erro 25 0,028 0,001

Total corrigido 41 0,215

Tipo III

Quadrado 2 0,077 0,038 34,22 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,030 0,006 5,39 0,002
Periodo (Quadrado) 6 0,027 0,004 3,99 0,006
Dieta 2 0,011 0,006 4,99 0,015
Ordenha 1 0,001 0,001 0,77 0,389
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QUADRO 2.51.A — Analise de varidncia do teor em iso Cyso das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,038 0,002 8,02 0,001
Erro 25 0,007 0,001

Total corrigido 41 0,046

Tipo I}

Quadrado 2 0,018 0,009 30,50 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,008 0,002 5,11 0,002
Periodo (Quadrado) 6 0,002 0,001 1,21 0,332
Dieta 2 0,001 0,001 1,93 0,166
Ordenha 1 0,001 0,001 2,05 0,165
QUADRO 2.52.A — Analise de variéncia do teor em Cye das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 467,660 29,229 16,68 0,001
Erro 25 43,813 1,753

Total corrigido 41 511,473

Tipo III

Quadrado 2 124,871 62,436 35,63 0,001
Vaca (Quadrado) 5 89,913 17,983 10,26 0,001
Periodo (Quadrado) 6 123,732 20,622 11,77 0,001
Dieta 2 2,394 1,197 0,68 0,514
Ordenha 1 44,455 44 455 25,37 0,001
QUADRO 2.53.A — Anélise de variéncia do teor em C,g;, das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 12,396 0,775 16,19 0,001
Erro 25 1,196 0,048

Total corrigido 41 13,592

Tipo III

Quadrado 2 1,896 0,948 19,81 0,001
Vaca (Quadrado) 5 7,415 1,483 30,99 0,001
Periodo (Quadrado) 6 2,182 0,364 7,60 0,001
Dieta 2 0,274 0,137 2,86 0,076
Ordenha 1 0,151 0,151 3,16 0,088
QUADRO 2.54.A — Anilise de varidncia do teor em C,7, das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 0,198 0,012 3,92 0,001
Erro 25 0,079 0,003

Total corrigido 4] 0,277

Tipo III

Quadrado 2 0,007 0,003 1,08 0,353
Vaca (Quadrado) 5 0,072 0,014 4,59 0,004
Periodo (Quadrado) 6 0,046 0,008 2,42 0,056
Dieta 2 0,048 0,024 7,61 0,003
Ordenha 1 0,001 0,001 0,15 0,704
QUADRO 2.55.A — Analise de varidincia do teor em anteiso Cy7, das amostras de leite da Experiéncia 3.
Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,088 0,005 11,03 0,001
Erro 25 0,012 0,001

Total corrigido 41 0,100

Tipo I

Quadrado 2 0,032 0,016 31,95 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,031 0,006 12,59 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,023 0,004 7,59 0,001
Dieta 2 0,004 0,002 3,86 0,035
Ordenha 1 0,003 0,003 6,57 0,017
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QUADRO 2.56.A — Andlise de varidncia do teor em iso C,7, das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,430 0,027 820 0,001
Erro 25 0,082 0,003

Total corrigido 41 0,512

Tipo I

Quadrado 2 0,095 0,047 14,43 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,136 0,027 8,32 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,232 0,039 11,78 0,001
Dieta 2 0,014 0,007 2,10 0,143
Ordenha 1 0,001 0,001 0,35 0,558
QUADRO 2.57.A — Anélise de varifncia do teor em C,7,; das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ oM F P
Modelo 16 0,101 0,006 7,22 0,001
Erro 25 0,022 0,001

Total corrigido 41 0,123

Tipo I

Quadrado 2 0,021 0,011 12,05 0,001
Vaca (Quadrado) 5 0,027 0,005 6,20 0,001
Periodo (Quadrado) 6 0,027 0,004 5,05 0,002
Dieta 2 0,007 0,003 3,85 0,035
Ordenha 1 0,014 0,014 15,66 0,001
QUADRO 2.58.A — Anilise de varidncia do teor em C;3, das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 189,595 11,850 32,77 0,001
Erro 25 9,041 0,362

Total corrigido 41 198,636

Tipo III

Quadrado 2 28,015 14,008 38,73 0,001
Vaca (Quadrado) 5 80,661 16,132 44,61 0,001
Periodo (Quadrado) 6 10,280 1,713 4,74 0,002
Dieta 2 2,353 1,176 3,25 0,056
Ordenha 1 3,160 3,160 8,74 0,007
QUADRO 2.59.A — Anélise de varifincia do teor em C,g,; das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 608,321 38,020 10,76 0,001
Erro 25 88,364 3,535

Total corrigido 41 696,685

Tipo III

Quadrado 2 208,934 104,467 29,56 0,001
Vaca (Quadrado) 5 169,359 33,872 9,58 0,001
Periodo (Quadrado) 6 118,582 19,764 5,59 0,001
Dieta 2 9,418 4,709 1,33 0,282
Ordenha 1 33,589 33,589 9,50 0,005
QUADRO 2.60.A — Anélise de varidncia do teor em Cs, das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QoM F P
Modelo 16 13,587 0,849 14,64 0,001
Erro 25 1,450 0,058

Total corrigido 41 15,037

Tipo III

Quadrado 2 3,873 1,937 33,40 0,001
Vaca (Quadrado) 5 3,353 0,671 11,57 0,001
Periodo (Quadrado) 6 5,111 0,852 14,69 0,001
Dieta 2 0,742 0,371 6,39 0,006
Ordenha 1 0,402 0,402 6,94 0,014
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QUADRO 2.61.A — Andlise de variancia do teor em C,s.; das amostras de leite da Experiéncia 3.

Fonte gl SQ QM F P
Modelo 16 0,032 0,002 2,78 0,011
Erro 25 0,018 0,001

Total corrigido 41 0,050

Tipo III

Quadrado 2 0,006 0,003 3,99 0,031
Vaca (Quadrado) 5 0,018 0,004 5,00 0,003
Periodo (Quadrado) 6 0,013 0,002 3,02 0,023
Dieta 2 0,002 0,001 1,10 0,348
Ordenha 1 0,001 0,001 0,33 0,571
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