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RESUMO GERAL

Quatro experimentos avaliaram o desempenho de \Jetasas em
dietas utilizando soja como principal fonte praaei®©s experimentos 1 e 2, em
reversdo simples, testaram substituicdo de sopa mou tostada Alfa Nutrisoja
(Cooperalfa, Chapeco, SC) em dois niveis de inoludé experimento 1, foram
utilizadas vinte e duas vacas e testada a sulaitem 3,7% na matéria seca
dietética. A soja tostada aumentou a producéaoitkede 30,8 para 31,9 kg/dia,
as secrecbes de solidos totais e lactose. No expato 2, com dezesseis
animais foi testada a substituicdo em 11%. A dieta soja tostada aumentou a
producdo de leite (+1,1 kg/dia) e lactose (+0,06diy, com reducdo na
concentracao de glicose plasmética (-3,4 mg/dL)experimentos 3 e 4 avaliara
a suplementacdo de HMBi (MetaSmart, Adisseo Inoitodly , Franca), um
analogo de metionina. No experimento 3, foram usadate vacas, em
delineamento quadrado latino, em arranjo fatoriél, Zoja crua ou tostada e
suplementadas ou ndo com HMBI. A substituicdo da soua por tostada
aumentou a producado de leite de 34,6 para 37,8akg¢dreduziu o nitrogénio
ureico no leite e no plasma (NUP) A suplementagddH®IBi ndo afetou o
desempenho, mas reduziu NUP e a produgdo microbianmal relativa. O
Experimento 4, usando 234 vacas e realizado emig@@slcontroladas avaliou
a suplementagdo de HMBi (MetaSmart, 35g/vaca/dia)déeta com 17% de
proteina bruta (PB). A suplementa¢cdo com HMBi aumen rendimento e teor
de proteina do leite, e a concentracdo de dez Aplasma. A substituicdo de
soja crua por soja tostada nos niveis testadosraamde producéo de leite sem
afetar consumo e composicdo do leite. O analogmetonina resultou em
ganhos quando suplementado em dieta com exce$¥.de

Palavras-chave: Aminoéacidos. Acido 2-hidroxi-4-tietibutirico (HMB),
Nitrogénio uréico no plasma. Proteina do leiteteSim microbiana ruminal.



GENERAL ABSTRACT

Four experiments assessed the performance of daig diets using
soybean as the main protein source. Experimentsd12a, in simple reversal
(crossover), tested substitution of raw by heategbsan Alfa Nutrisoja
(Cooperalfa , Chapec6 , SC ) at two levels of isicln. In experiment 1 used
twenty-two cows, tested replacement by 3.7 % indieary dry matter. The
heated soybean increased milk production from 30.831.9 kg/day, the
secretions of total solids and lactose. In expenin2e used sixteen animals, was
tested at 11% replacement. The heated soybearndieased milk production
(+1.1 kg/day) and lactose (+0.06 kg/day) and r&docin plasma glucose
concentration (-3.4 mg/dL). Experiments 3 and 4late the supplementation
HMBIi (MetaSmart, Adisseo Inc., Antony , France),aralogue of methionine.
In experiment 3, twenty cows were used in latinasqudesing, a 2x2 factorial
arrangement, raw or heated soybean and with omoutteupplemented HMBI..
The replacement of raw by toasted soybean increasidyield from 34.6 to
37.8 kg/day, and reduction in milk and plasma (PUMga nitrogen. The
supplementation HMBi did not affect performancet baduced PUN and
relative rumen microbial yield. Experiment 4, usitvgo hundred thirty-four
cows and carried in controlled conditions evaluaseghplementation HMBI
(MetaSmart, 35g/cow/day) in diets with 17% crudeot@in (CP). The
supplementation HMBI increased yield and proteintent of milk, and ten AA
concentration in plasma. Replacement of raw byteshsoybean in the tested
levels increased milk vyield without affecting comgution and milk
composition. The analogue of methionine resulteddims when supplemented
on a diet with excess CP.

Key words: Amino acids. 2-hydroxy 4-(methylthio)thnoic acid KMB).
Plasma urea nitrogen. Milk protein. Rumen microbiaithesis.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A consideracdo na nutricdo proteica de ruminangeslusorcdo e da
exigéncia nutricional por aminoécidos pode aumeataficiéncia de utilizacao
do nitrogénio dietético e, assim, reduzir a emigd&Ei@monia para o ambiente,
induzir ganho financeiro por reducdo no uso de eomados proteicos e
melhorar o desempenho de vacas leiteiras (SCHWABLOX Modelos
nutricionais utilizados para a formulacdo de dietstbmam o desaparecimento
da proteina e de aminoacidos do lumen intestinatgbolizaveis) e assumem
que estes sdo utilizados com eficiéncia de conedisé para suportar fungdes
metabdlicas (FOX et al., 2004; INSTITUT NATIONAL DEA RECHERCHE
AGRONOMIQUE - INRA, 1989; NATIONAL RESEARCH COUNCIENRC,
2001). Mesmo sabendo que os procedimentos mat@mationtidos nestes
modelos sdo insuficientes para descrever a compietagia de ruminantes
(DOEPEL et al., 2004; HANIGAN et al., 2006; LAPIEERet al., 2006, 2012),
estes tém sido considerados como de acuracia esficipara direcionar a
formulacéo de dietas para rebanhos leiteiros (PACBIEt al., 2012), apesar do
uso pratico das estimativas de fluxo de aminoacskrem frequentemente
guestionadas (MULLINS et al., 2013). Segundo p@&eicdestes modelos, a
metionina € o0 aminoacido mais limitante do desempekeiteiro em dietas
formuladas com grao e forragem de milho e soja eémeentrados proteicos de
origem animal (exceto de peixe).

Geralmente, espera-se resposta positiva em texardeiqiio de proteina
no leite ao maior suprimento dietético de metionimatabolizavel, mas a
resposta em desempenho ndo ocorre de forma consigRATTON, 2010;
ROBINSON, 2010). A magnitude e a direcao da respastuplementacao com
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metionina dependem da dieta basal (PHIPPS et(dl8)2do estagio da lactacédo
(SCHWAB et al.,, 1992), do suplemento de metionitidizado (PATTON,
2010), da ocorréncia de outros nutrientes limirn@ERTHIAUME et al.,
2001), da capacidade sintética da glandula manf@liiRGOS; DAI; CANT,
2010; PROUD, 2007) e, provavelmente, de outrosrdatdisiologicos e de
manejo. O teor de aminoacidos no plasma tem sifiaadb para avaliar a
resposta a suplementacdo com metionina, assuméindpie esta varidvel
representaria a disponibilidade de aminoacidos pan®cidos, principalmente,
para a glandula mamaria. O efeito da suplementam@ometionina sobre o teor
de aminoacidos no sangue arterial (LEE et al., 200MOFTSGER et al., 2005;
ORDWAY et al., 2009; SAINT-PIERRE; SYLVESTRE, 2008)tdo variavel
quanto o efeito sobre o desempenho animal.

A suplementagdo com metionina pode melhorar o deseho de vacas
leiteiras por mecanismo de a¢&do ruminal (NOFTSGERI.e 2003; PLANK,
2011) ou sistémico, comum a mamiferos (STIPANUKQ20WU, 2009).
Williams e Moir (1951) observaram que ocorreu aumena densidade
bacteriana no rimen em resposta a suplementacdo owtionina
comparativamente a ureia, demonstrando, desde |dagm que bactérias
ruminais podem se beneficiar do suprimento destadduido. A eficiéncia de
crescimento microbiano no rimen pode ser aumenpatta suprimento de
varios aminodacidos, mas aminoacidos, também, pagermibitérios da sintese
microbiana e o efeito inibitdrio de um aminoacidode ser prevenido pela
suplementacédo de outro aminoacido (FELICE et 8791 KAJIKAWA et al.,
2005; KAJIKAWA; MITSUMORI; OHMOMO, 2002). Apesar deter
importancia significativa na nutricdo de ruminansxigéncia nutricional de
aminoacidos do ramen é dificil de ser predita.

Algumas fontes de metionina tém sido avaliadas parainantes.

Produtos baseados em metionina cristalina séo nagidamente degradados no
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ramen do que o analogo sintético o acido 2-hiddérietiltio-butirico (HMB)
(BELASCO, 1980). Gil et al. (1973) observaram qudBlaumentou mais a
taxa de digestao da celulose e do anmdeitro do que DL-metionina. O efeito
mais consistente do HMB tem sido induzir aumentdemo de gordura do leite
(ALMEIDA et al.,, 2010; CHANDLER et al., 1976; HUBERt al., 1984,
LUNDQUIST; OTTERBY; LINN, 1985), sugerindo mecanismde acao
ruminal. O encapsulamento de DL-metionina, visaddsua protecdo da
degradacao ruminal, é capaz de suprir metioninaboérével para a glandula
mamaria (LAPIERRE et al., 2012; PATTON, 2010; ROBIDN, 2010).

O éster isopropilico de HMB, 2-hidroxi-4-(metil-Yi@-metil etil éster
(HMBI) é considerado como sendo 50% menos degradadoimen do que
HMB (GRAULET; RICHARD; ROBERT, 2005; NOFTSGER et.,aR005;
ROBERT; RICHARD; BOUZA, 2001) e tem custo inferiab da metionina
encapsulada. Apos a ingestédo, o HMBI é hidrolisadtMB e isopropanol por
metabolismo ruminal e durante a absorcao pela patediimen (BREVES et
al., 2010; McCOLLUM et al., 2000). Muito pouco HM®I HMBi é encontrado
no fluido omasal (NOFTSGER et al., 2005) e s6 seate® HMB no sangue apos
a oferta de HMBIi no rimen (GRAULET; RICHARD; ROBERZ005). Parte
do HMB liberado no ramen é convertido em metionaa oxidacdo, seguida
por transesterificacdo (DIBNER; KNIGHT, 1984) e poser incorporado na
proteina microbiana (PATTERSON; KUNG JUNIOR, 1988;ANK, 2011).
Assume-se que o isopropanol é rapidamente absgpeidoparede do rimen e é
oxidado a acetona pelo figado (GRAULET; RICHARD; BERT, 2005),
podendo esta retornar ao rimen, onde é novamedtzida a isopropanol
(BRUSS; LOPEZ, 2000). O isopropanol inibiu a prailugde metano em
sistema anaerdbico, para tratamento de dejetostimda (INCE et al., 2011) e
pode ser toxico a célula microbiana, principalmept® danificar a funcdo da

parede celular (EZEJI et al., 2010). Ao longo deessivas reciclagens entre o
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sangue e 0 rimen, a acetona € removida via |gileg,urespiracdo ou por
conversdao a glicose (BLACK et al., 1972). No sangoeHMB pode ser
convertido em metionina por varios tecidos de ramias (LOBLEY et al.,
2006). A maioria do HMB que chega aos tecidos &editlo em metionina em
vez de ser catabolizado (LAPIERRE et al., 2011yc&ele 15% da metionina
oriunda de HMB e incorporada na proteina do letgbr conversao direta de
HMB & metionina na glandula mamdria ou em outrasdts, enquanto o
restante se originou indiretamente de HMB converéidnetionina para sintese
proteica e posterior liberacéo e uso pela glanchalaaria.

Tanto o HMB como o isopropanol podem afetar o nadisimo de
microrganismos ruminais e, portanto, o0 mecanismeesgposta de vacas leiteiras
a suplementacdo com HMBI. A resposta em desempdaheacas leiteiras a
suplementacdo com metionina é varidvel e dependentatores dietéticos e do
animal.

Objetivou-se neste trabalho avaliar a resposta deasy leiteiras
alimentadas com soja como principal fonte proteacauplementacdo com
analogo de metionina (HMBI), enfatizando a funcaminal como mecanismo
na resposta em teor de aminoacidos plasmaticoseengenho leiteiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Protedlise e sintese de proteina ruminal

a) Protedlise ruminal

A taxa e extensdo da protedlise no rimen depenadenmth série de
fatores, incluindo a solubilidade (tipo da protg¢ina pH ruminal, o teor de
amido dietético e a taxa de passagem da digestanZmas proteoliticas, intra-
ou extra-celulares, tém pH étimo de acéo entree5/50, sendo a degradacao
proteica bastante reduzida quando o pH ruminapativelores abaixo de 5,5
(CARDOZO et al.,, 2000). Bactérias proteoliticas ngimo tdo sensiveis a
mudancas de pH quanto as celuloliticas. No entanfmroteina nos alimentos
pode estar revestida por outros compostos, comalalose, que podem
interferir na sua degradacéo por microrganismagig@n (ASSOUMANI et al.,
1992). Logo, a manutencdo de uma populacdo ativeadrias celuloliticas
pode aumentar a degradabilidade ruminal da proteina

Embora a protedlise seja atribuida a uma grandéedaate de
microrganismos, as bactérias ruminais desempenhpapel mais importante,
apresentando atividade de protease 6 a 10 vezes daague a dos protozoarios
(BROCK et al., 1982). Uma grande variedade de nmemismos proteoliticos
interage para degradar a proteina dietética ap®iieos, o primeiro passo na
protedlise ruminal (FALCONER; WALLACE, 1998). As dtarias
Streptococcus bovis e Ruminobacter amyloplgktfo envolvidas na quebra de
oligopeptideos a dipeptideos (WALLACE; McKAIN, 1991A quebra de
dipeptideos e tripeptideos a aminoacidos ocoriacipalmente, por acdo das
espéciesMegasphaera elsdeniiPrevotella spp.e Lachnospira multiparus
(WALKER; NEWBOLD; WALLACE, 2005). Na ultima etapaaddegradacao
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proteica, os aminodacidos sdo clivados a amoniag)Nddr varias espécies de
bactérias e protozoarios (BRODERICK; WALLACE, 1988)

Os protozoarios desempenham papel menor na degmdagparticulas
no rimen (HINO; RUSSELL, 1987), mas sdo capaze$adecitar proteina
insoltvel (WALKER; NEWBOLD; WALLACE, 2005). Os prokzoarios predam
bactérias ruminais como sua principal fonte pratedcutilizam aminoacidos
dietéticos em menor proporcdo (FIRKINS; YU; MORRI$02007). A
predacdo de bactérias por protozoarios recicla @amidos e peptideos para o
raimen (HOOVER; STOKES, 1991), o que suporta o amesato de outros
microrganismos ruminais (BACH; CALSAMIGLIA; STERIRDO05).

A NH; é, geralmente, produzida no rdmen a uma taxa swperi
capacidade de sua incorporacdo a proteina micibiaendo o excesso
absorvido e transportado para o figado. No figadétk é convertida em ureia,
e entre 40 e 80% do N-ureico sintetizado no figatlorna ao trato digestivo em
ruminantes (LAPIERRE; LOBLEY, 2001). O N-ureico slangue que retorna ao
ramen é convertido em NH CQ por ureases bacterianas. A Nbtoduzida na
guebra da proteina dietética e oriunda do N-uregcclado do sangue para o
rdmen pode se acumular nas células microbianas $EUS STROBEL,
1987), e bactérias ruminais a assimilam em amidoaci(WALKER;
NEWBOLD; WALLACE, 2005). A propor¢do da proteinaamibiana originada
da sintese de novo de aminoacidos a partir de fiHreduzida em bactérias
ruminais celuloliticas (ATASOGLU; NEWBOLD; WALLACE2001) e ndo
celuloliticas (ATASOGLU et al.,, 1998) quando o meie cultivo foi
suplementado com aminoacidos e peptideos. Aminosgice-formados podem
ser incorporados na proteina microbiana, reduzindecessidade de sintee

nova
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b) Estimulo, inibicdo e antagonismo do crescimento nrigbiano

por aminoacidos

Como o0s microrganismos ruminais podem sintetizamaacidos a
partir de esqueletos de carbono e;NHOOSLI et al.,, 1949; VIRTANEN,
1966), estes supostamente ndo tém exigéncia mutmicipor aminoacidos.
Entretanto, pode ocorrer aumento na produgédo mamabna eficiéncia (g de
bactéria/g de substrato) e na taxa de crescimemémdp aminoacidos séo
suplementados ao fluido ruminal (ARGYLE; BALDWIN,989; KESSEL,;
RUSSELL, 1996; KAJIKAWA; MITSUMORI; OHMONO, 2002).

Kajikawa, Mitsumori e Ohmono (2002) detectaram antoe de 46% na
taxa de crescimento e de 15% na eficiéncia dessintdécrobiana quando uma
mistura de 20 amino&cidos foi acrescida em meiouttero contendo bactérias
ruminais, glicose, xilose e celobiose. Entretamtap foi observado efeito
positivo sobre o crescimento microbiano, quand@aad destes aminoacidos
foi acrescido, isoladamente, ao meio de cultivogeex para glutamato e
glutamina, que induziram pequeno estimulo ao aremtio. O efeito
estimulatério da mistura de amino4cidos sobre gcamento microbiano foi
reduzido quando leucina, tirosina, triptofano, goato, metionina, fenilalanina
e valina foram removidos da mistura. Quando umdumgisapenas destes sete
aminoacidos foi suplementada, o efeito estimulatésobre a taxa de
crescimento e a eficiéncia de sintese microbiana d® 21% e 25%,
respectivamente, do estimulo induzido pela mistlza 20 aminoacidos. O
efeito positivo da mistura de aminoacidos, soboeescimento microbiano, foi
aparentemente mediado pela reducdo no gasto dnergit mantenca das
bactérias. Entretanto, tanto a taxa quanto a aficiéde sintese microbiana
foram inibidos pela adi¢do Unica de isoleucinagrtiiea, cisteina, fenilalanina,
leucina, lisina e valina a meio de cultivo conteafenas nitrogénio amonical

como fonte de N. Os resultados sugerem que defiei€nou excessos de
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aminoacidos especificos deveriam ser considerafiando se objetiva atuar
sobre o crescimento de microrganismos ruminais wianipulacdo do

suprimento dietéticos, ja que aminoacidos podemzindestimulo ou inibicao

da sintese microbiana.

O crescimento de varios microrganismos pode séidimi quando o
meio contém alguns aminoacidos, e esta inibicaoce pegl revertida pela
inclusdo de outros aminoacidos. Kajikawa et al.080observaram que a
inibicdo do crescimento microbiano por isoleucifemilalanina e treonina foi
antagonizada pelo suprimento de leucina, valinggsitia, triptofano ou
glutamina. Sup8e-se que a explicacdo mais plaugéaral o efeito inibitério de
alguns aminoacidos sobre a sintese microbiana geriiibicdo porfeedback
da enzima inicial da rota metabdlica de sintesardmoacido (FELICE et al.,
1979). Secundariamente, esta inibicdo, tambémijrdigjar a producdo de outros
amino4cidos que requerem esta mesma enzima parsrgase. Neste caso, 0
suprimento de aminodcidos inibidos, secundariamésttia efeito antagbnico ao
aminoacido inibidor, removendo sua acdo depressotae 0 crescimento
microbiano. Quando um aminoacido tem efeito initésobre a sintese de
proteina microbiana no rdmen, uma nova exigénciaicimnal por outro
aminodacido sera criada. Quando a dieta é rica nmaacido inibidor, a

suplementacéo do antagonista pode ser necessaria.

c) Sintese de metionina por microrganismos

A metionina pode ser sintetizada por microrganisraogartir de
homoserina e enxofre inorganico (RAVANEL et al.989 Existem duas vias
de sintese de metionina: a transulfuracédo, quizautilisteina como fonte de
enxofre e passa por cistationina como compostaniegiario, e a via da
sulfidrilacdo direta que ndo passa por cistationitizando enxofre inorganico

como fonte direta de enxofre (Figura 1).
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Figural Sintese de metionina por bactéria: vias dgidfidrilacdo e

transulfuracao

Or-Rashid et al. (2001) avaliaram a biossinteseeloninain vitro por
bactérias ruminais, protozodrios e uma mistura af#ébas e protozoarios em
meios de cultivo contendo homocisteina, cistat@nou homoserina mais
cisteina. O desaparecimento dos precursores ocemeiddos 0s trés meios. A
producdo de metionina foi maior no meio contendudseas, seguido pelo meio
com bactérias e protozoarios, sendo menor no meistesdo apenas
protozoéarios. A incorporacdo de metionina nas aéluhicrobianas seguiu o
mesmo padrdo, ndo ocorrendo incorporagdo significahas células de
protozoérios, que liberaram a metionina no meiccualévo. Protozodrios do

rimen obtém a maioria de seus aminoacidos a parfagocitose de bactérias.
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2.2 Precursores de metionina na nutricdo animal

Precursores de metionina tém sido utilizados negést de ruminantes
e de monogastricos como forma de suprir a demantiiional por metionina
(MARTIN-VENEGAS; GERAERT; FERRER, 2006). No HMB (do 2-
hidréxi-4-metiltio-butirico) um grupamento hidroxilsubstitui o grupamento
amino da metionina, sendo uma fonte sintética dgomea para animais. A
converséo de D e L HMB em L-metionina ocorre padagao do carbono alfa a
acido 2-ceto-4-(metiltio) butanoico ou ceto-metiani (KMB), seguido por
transaminacédo do KMB a L-metionina (DIBNER; KNIGHI984).

Diferentes enzimas catalisam a oxida¢do dos esteneiros L e D de
HMB a KMB (Figura 2). A enzima especifica para L-BMe a L-2-hidroxi
acido oxidase (L-HAO), encontrada nos peroxissotaoigado e rins, enquanto
a D-HMB requer a enzima mitocondrial D-2-hidroxidix desidrogenase (D-
HADH) encontrada em varios tecidos (DIBNER; KNIGHI984). O KMB é
entdo transaminado a L-metionina, tendo isoleudi@acina e valina como
principais doadores do grupamento amino em avesgkitamina o principal
doador em ratos (BAKER, 1994).
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Figura 2 Bioconversdo dos isbmeros L e D do A&cidudxi-4-metiltio
butirico (L-HMB e D-HMB) ou D-metionina (D-Met) eracido 2-
ceto-4- metiltio butirico (KMB) e este a L-metionifl-Met)

Quando HMB marcado coMC foi infundido no rimen, o marcador foi
incorporado na fracdo sélida da digesta em, €@m acidos graxos volateis,
principalmente propionato (BELASCO, 1980). No rumartonversdao de HMB
em metionina envolve a acéo da enzima transfemsenithoacidos ramificados
na transminacdo de KMB a L-metionina (Figura 2)m@icpiecimento déC,
oriundo de metionina na metionina microbiana, fener com L-metionina do
que com precursores de metionina HMB e HMBI, sumglerique os tratamentos
determinaram a incorporacdo de metionina pré-foamed proteina microbiana
(PLANK, 2011).
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Especificamente em vacas leiteiras, Belasco (1880kou carbono
marcado para comparar metionina e HMB em vacasldifts, que apdés os
tratamentos foram abatidas para a avaliacdo. ComdedHMB verificaram-se
duas a trés vezes mais radioatividade no leitégddsc sangue e excreta e
aparentemente mais metionina marcada no sangte, ueina, figado e rins,
evidenciando a biotransformagéo de HMB para met@eim ruminantes.

Em trabalho basico com carbono marcado, Belasc@2f1fh havia
demonstrado que fracdes microssomais de figadose dé bezerro foram
capazes de sintetizar metionina a partir de HMBpresenca de glutamina,
leucina e asparagina como grupo metil doador. MaBolet al. (2000)
verificaram em ovinos que as enzimas envolvidasamversdo de HMB para
KMB foram detectadas em células de figado, ringgkp ruminal e omasal,
sendo a capacidade do figado em converter HMB pardgermediario ceto-

metionina da mesma ordem de grandeza que o obsezuafrangos.

2.2.14cido butanoico, 2-hidroxi-4-(metil-tio)-1-metil efl éster

O éster isopropilico de HMB, o acido butanoico,i@dxi-4-(metil-tio)-
1-metil etil éster (HMBI), de férmula quimica @&+(CH,),-CH(OH)-COO-CH-
(CHj3),, teve a patente nos EUA, registrada em 12 de nonede 1999, sendo
concedida em 24 de abril de 2001 (DEPARTMENT OF QMRRCE USA,
2013). Na Europa, o pedido de uso do produto faizado em 22 de fevereiro
de 2002, junto a Diretoria Geral de Saude e Protex@ Consumidor da
Comissdo Europeia pelAventis Animal Nutrition(atualmente ADISSEO),
tendo seu uso aprovado em 25 de abril de 2003poafdecisdo do Comité de
Nutricdo Animal (EUROPEAN COMMISSION, 2003). Segiinas orientacdes
da Diretiva 82/471/EEU, o produto destina-se amfmamento de dietas
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deficientes em metionina para vacas leiteiras, seadrecomendacgdo de
consumo de 25 a 30g/dia (EUROPEAN COMMISSION, 2003)

O HMBI é uma molécula sintética, produzida a padir propileno,
metilmercaptano, cianeto, acido sulfirico e 2-pnmhaDuas rotas quimicas de
fabricacdo séo descritas, diferindo apenas na diaglada sintese (Figura 3).
Nas etapas comuns, o propileno (1) € inicialmentdanlo a acroleina (Il) e, em
seguida, condensado com metiimercaptano (lll), immigdo o
mercaptopropionaldeido metil (IV). O mercaptoprailliehido metil é reagido
com cianeto (IV), formando o 2-hidroxi-4-(metiltibutanonitrilo (V). Na etapa
final via rota 1, o 2-hidroxi-4-(metiltio) butandriio é convertido diretamente a
HMBI por reacdo com acido sulfdrico e 2-propana. idta 2, ocorre primeiro a
acidificagcdo do 2-hidroxi-4-(metiltio) butanonitil por &cido sulfarico,
produzindo o acido 2-hidroxi-4-metiltiobutirico (HBJ e a partir destes, apés a
incorporacao do 2-propanol, obtém-se o seu éstprapil. O material resultante
€ um liquido incolor a ligeiramente acastanhadm ctensidade de 1,074, e
solavel em agua (25,1g/L a 30°C).
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Figura 3 Reacdes quimicas para obtencao do aduildr@xi-4-metiltiobutirico
(HMB) e o acido butanoico, 2-hidroxi-4-(metil-tidxmetil etil éster
(HMBI)

A possibilidade de efeito positivo sobre a produgd® leite da
suplementacdo em dietas de vacas leiteiras conurpmges de metionina é
conhecida de longa data (GRIEL et al., 1968). Pdldrandler e Miller (1970),
ao testarem doses entre 0 e 80 g/dia, verificafaito @uadratico em producéo
de leite, com resposta maxima com consumo de 2bg@i aumento do

crescimento de bactérias ruminaisvitro, com uso de metionina e acido 2-
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hidroxi-4-metiltiobutirico (HMB), em comparagcdo aoneio com ureia como
fonte de nitrogénio, foi verificado por Gil et £1.973).

Belasco (1980), utilizando HMB com carbono marcaao,comparacao
a metionina, também, marcada radioativamente, iseuif que o HMB
apresentou menor perda por respiracdo dg @@nor radiatividade no sélido
ruminal e acidos graxos volateis e foi degradadés femtamente no fluido
ruminal do que a metionina. Os resultados indicagam a metionina ou seus
metabolitos foram incorporados a células microtsamaminais em maior
guantidade do que o HMB. Os compostos foram degg#aldos rapidamente e
incorporados diretamente na proteina microbianpaste do carbono marcado
descarboxilado foi incorporado aos componentes afbignos. A maior
resisténcia a biodegradac¢éo ruminal com HMB podéotaeecido precursor de
metionina para os tecidos, uma vez que a supleg@&mntaom o anélogo resultou
em 2 a 3 vezes mais radiatividade no leite, tecisimsgue e excreta, sugerindo
gue o hidroxi analogo foi utilizado mais eficienmmte que a mationina em
vacas leiteiras.

Patterson e Kung Junior (1988) avaliar@nvitro a degradacdo da DL-
metionina, HMB e seus andlogos éster metil, éstersal de amoénio e amida
por microrganismos ruminais. O desaparecimento & lfbi mais lento que o
da metionina. Os analogos com sal de amdnio e afoiden degradados mais
lentamente que a metionina. No entanto, os ésteresl e etil foram
rapidamente convertidos a HMB e, entdo, degradateste trabalho, utilizando
carbono marcado e avaliando seu desaparecimentmeaio, ao longo da
incubacdo, sugerem que as bactérias e protozodgodsm estar igualmente
envolvidos na degradacdo de HMB e metionina e quéartérias podem
incorporar estes compostos marcados em maior @deAsmenor incorporacao
de carbono marcado no material celular ndo signifiecessariamente que a

metionina e 0 HMB néo estimulem o crescimento d#ogoarios. Apesar de
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ndo ser o Unico modo de agdo possivel, a metiaipaesumivelmente, HMB
atuam como doadores de metil por uma série deesagitiuindo a sintese de
colina, podendo estimular o crescimento de prot®dPATTERSON; KUNG
JUNIOR, 1988).

Em virtude da menor degradacdo ruminal do HMB emparacédo a
DL-metionina, seu uso na suplementado para runmesaeim sido definido por
atuar positivamente no rimen e/ou por absorcdorpdénal do analogo de
metionina, sendo tema controverso na literaturdegradacéo por fermentacéo
ruminal tem sido estimada entre 21 a 50% do cordufHOENIG et al., 1999;
VAZQUEZ-ANON et al., 2001), apesar de existiremates de que mais de 99%
seria degradado no ramen (JONES et al., 1988) andiqu suplementado na
forma liquida, verificou-se que menos de 5% do HBkig@gam ao intestino de
vacas leiteiras (NOFTSGER et al., 2005).

A suplementacdo de vacas leiteiras com HMB tem sidpaz de
aumentar o teor de gordura do leite (ALMEIDA et @010; HUBER et al.,
1984; LUNDQUIST; OTTERBY; LINN, 1985), sugerindo €@ mecanismo de
acdo para o efeito positivo seria por acdo na fetegéo ruminal (NOFTSGER
et al.,, 2003),apesar de ndo ocorrer consisténcia nesta resp83@KES;
CLARK; STEINMETZ, 1981).Verificou-se que a estezdicdo de DL-metionina
e HMB com varios alcoois tem efeitos profundos sabrdegradacdo ruminal
destas moléculas e comparativamente a metioninggida ruminalmente, a
biodisponibilidade foi aumentada com os correspotegealcoois ramificados
(ROBERT et al., 2001a).

Um novo hidroxi analogo de metionina, o acido batem, 2-hidroxi-4-
(metil-tio)-1-metil etil éster ou éster isopropdiddo HMB (HMBI) tem sido
proposto como suplemento para animais ruminant¢ddMBi apresentou entre
42 e 58% de biodisponibilidade gmlsedose ruminal (ROBERT et al., 2001a,

2001b) ou em bioensaio com vacas, utilizando aemnacdo de proteina do
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leite como indice de biodisponibilidade (SCHWAB at., 2001). A
biodisponibilidade do HMBi foi independente do matifornecimento, seja na
forma liquida ou como suplemento a seco usandoepérgila como veiculo
(ROBERT et al.,, 2002b). Entretanto, apenas 2,3%gqukntidade do HMBI
consumida chegaram ao omaso de vacas leiteiraspndénado que ocorre
metabolizagdo ou absorcdo quase total da molécolaambiente ruminal
(NOFTSGER et al., 2005). Ao avaliar o HMB vitro ficou demonstrado que
sua concentragéo foi reduzida, ao longo do temgferdeentacdo, com aumento
de HMB seguido do incremento nas concentracdesa@dpanol e acetona,
sendo o HMBi efetivamente hidrolisado a HMB e isgamnol por
microrganismos ruminais (ROBERT et al., 2002a).

2.2.2 Absorc¢ao na parede ruminal

Visando compreender a absorcdo ruminal de HMBIiulBtaRichard e
Robert (2005) avaliaram a concentracdo plasmatiea sdus possiveis
metabdlitos (alcool isopropilico, acetona, HMB e tiowna) apls o
fornecimento em dose Unica via canula ruminal.dd bkasal de HMB no plasma
foi de 3,26+1,00 uM, com aumento no teor do sanqgu#érico 10 min apos o
pulso intraruminal de HMBI, sendo observado o tediximo 60 min apds a
infusdo (216,57 uM). A resposta em teor plasmatiecHMB ao suprimento
intraruminal de HMBI, evidenciou que o HMBI foi a@pde induzir aumento no
teor plasmatico de HMB, fato ndo verificado noamaénto controle, onde o
HMB foi infundido. N&o foi avaliado pelos autoresosal de metabolizacdo de
HMBi a HMB, se ocorreu no lumen ou na parede dtotdigestivo ou em
outros 6rgaos. O pulso intraruminal de HMBI, tamb#&rduziu aumento no teor
plasmatico de alcool isopropilico 2 horas apdsrogioimento, simultaneamente

ao aumento no teor de acetona. Entretanto, a cmagéo de acetona no plasma



32

foi cerca de 10 vezes superior a do &lcool isopicopisugerindo que a oxidacao
hepatica de alcool isopropilico a acetona foi AEBRUSS; LOPEZ, 2000). O
teor de metionina no plasma aumentou rapidamestenraeiras 3 horas apés o
pulso intraruminal de HMBI, atingindo concentracs&te vezes superior ao
valor basal. Por avaliacdo da curva, descrevertdorglasmatico de metionina,
apés a infusdo Unica no ramen, os autores propusqree a estimativa da
biodisponibilidade da metionina a partir de HMBi fle 48,34+2,05 % da dose
fornecida, usando como base fonte de metioninaegidda de fermentacdo
ruminal comparada experimentalmente.

O potencial de absorcdo de HMBI intacto pela pamaeumen foi
avaliado por Breves et al. (201i@)vitro simulando o epitélio ruminal. Amostras
de tecido epitelial do ramen obtido de frigorifisepararam duas metades de
uma camara de incubag&o contendo solu¢cdes com éampininal ou seroso.
Dois teores de HMBI no tampéao ruminal (0,44 ou Ov8#mL) e dois tempos de
incubacdo (120 ou 180 min) foram avaliados. As eontracdes de HMBi e
HMB foram analisadas nas duas soluctes tampéaoicAade HMBIi ao tampao
ruminal induziu acumulo imediato de HMB nesta satu¢ampao, relativo a
6,8% do HMBI adicionado, indicando que ocorreu daphidrélise do HMBI,
coerente ao observadio vivo (GRAULET; RICHARD; ROBERT, 2005). Em
média, 0,58% do HMBi adicionado ao tampéo rumimaltfansferido para o
tamp&o seroso, enquanto a transferéncia de HMBe@,94%. O aumento no
tempo de incubacdo aumentou a quantidade de HMBnmp&o seroso e reduziu
a quantidade de HMBI. Os dados sugerem que muitoqpblMBi passa pelo
epitélio do rimen. Aparentemente, parte do HMBiidrdlisado a HMB na
superficie do tecido e durante o transporte peltélepdo rimen. Como nédo sédo
conhecidas esterases no epitélio ruminal, a hgirdlie HMBi a HMB pode
ocorrer por a¢do microbiana na superficie do épitfRAHAM; SIMMONS,

2005). A transferéncia de HMB do rimen para o sengode ocorrer por
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difusdo passiva ou por sistema transporte (KIRATakt 2006), ambos
dependentes de gradiente de concentracdo entrec@sae o lado seroso do

tecido.

2.2.3Acido butanoico, 2-hidroxi-4-(metil-tio)-1-metil etil éster e seus

efeitos no ambiente ruminal

Noftsger et al. (2005) avaliaram em vacas leitemsespostas de uma
dieta controle com 18,4% de PB (com estimativa @80lde metionina na
proteina metabolizavel) comparada a dietas supleiaes com HMB (0,10%),
HMBi (0,13%) ou DL-Metionina (0,088%) (% do CMS).obl parametros
ruminais pH, NH, total de acidos graxos volateis, concentracfesodtato
proprionato, butirato, valerato, isobutirato, idevato e na relacdo
acetato:propionato ndo foram verificadas diferengignificativas, indicando
que nessas condicdes experimentais nenhuma dass falg metionina
suplementar afetou estes parametros. Na diged&itdiin vivo, as dietas
suplementadas com metionina aumentaram a digekdidd aparente da matéria
organica e da FDN ruminal em comparacdo ao congr@em diferencas entre
si. Entretanto, ndo foram detectadas diferencadigestibilidade verdadeira da
matéria organica no rimen e nas digestibilidades aetérias seca e organica
no trato total. Na degradabilidade rumina situy, o HMBi reduziu a
degradabilidade efetiva da FDN da silagem de miho comparacdo aos
tratamentos controle e HMB. Entretanto, ndo foraemnificados efeitos na
degradabilidade da FDN do feno de alfafa e na amdstdieta completa.

Usando cabras fistuladas como modelo, Feng €2@ilL3], avaliando os
efeitos do HMBi sobre os parédmetros de fermentagagnal, testaram os
niveis de incluséao: 0; 0,85; 1,27 e 1,70 % MS tzté de MetaSmart (Adisseo,
Franca). Os tratamentos com HMBi aumentaram o @diondo rimen para
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6,43 em comparacédo ao controle (pH = 6,30), seenaditas entre as doses com
analogo de metionina. O uso de HMBi reduziu a cotmagdo de N-amonical no
ramen (12,85 HMBwversus17,63 mg/100 mL de fluido ruminal do controle) e
aumentou a concentracdo total de acidos graxogeimlé acetato (mmol/L)
independente da dose testada em relacdo ao contrdieando alteracbes no

ambiente ruminal com uso de HMB..

2.3 Avaliagdo do acido butanoico, 2-hidroxi-4-(metil-t0)-1-metil etil

éster em fermentadores

Fowler et al. (2010) testaram o uso de HMBi emesist fermentador
continuo, comparando os tratamentos: sem suplenfeaidrole), 0,11 % de
HMBI; 0,097 % de DL-Metionina e 0,055 % de HMBi +088 % de DL-
Metionina (na MS dieta) em dietas com 14,2 % deePB,8 % de proteina
degradavel no ramen (PDR). O fornecimento de HMRBiduziu a
digestibilidades da FDN e hemicelulose, sem efeifore a sintese de proteina
microbiana e nas digestibilidades da FDA e matérganica verdadeira. A
concentracdo de nitrogénio amoniacal (NsNHos fermentadores foi reduzida
de forma quadraticd€0,08) e a concentragdo de peptideos (P=0,04) aamen
linearmente com o uso de HMBI. Correspondentementitrogénio bacteriano
oriundo de N-NH aumentou linearmente P£0,02), indicando um
redirecionamento da sintese novo de aminoacidos, quando HMBi foi
adicionado, com menor degradacdo de peptideos. Aléso, verificou-se
reducdo na producéo total de Acidos graxos e dataage forma linear com
HMBIi substituindo DL-Metionina, demonstrando um i&feespecifico do
precursor de metionina na alteragcdo de populagdesiaorganismos ruminais.

Nobari et al. (2013), também, testaramvitro o uso de HMBIi e DL-

Metionina em dietas formuladas com diferentesiside proteina bruta (17,7
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versusl5,7 % PB na MS) e proteina degradavel no rame® @ 9,3 % de PDR
na MS), com teores semelhantes de FDN, FDA e isgétieas. Os tratamentos
em cada nivel de proteina bruta foram: sem suplendieta controle); 0,065
% HMBI; 0,13 % HMBI ou 0,088 % DL-Metionina na metéseca dietética. Os
resultados das digestibilidades de FDN, FDA e helumigse apresentaram
interacao significativa entre as fontes de metimm@miveis de proteina bruta da
dieta P<0,001). Na dieta com 17 % de PB a digestibiliddademicelulose foi
reduzida com uso de DL-Metionina e as dietas sugéadas com HMBI foram
semelhantes ao controle. Entretanto, na dieta ce@momteor de proteina a
suplementacé@o com anélogo de metionina reduzigestibilidade para 49,97 %
e 51,75 % nas dietas com 0,065 % e 0,13 % de HkBpectivamente, em
comparacdo a 61,35 % observado na dieta controlpHQ@o meio néo foi
afetado por nenhum dos tratamentos dietéticos.ntesdracdo de N-amoniacal
(mg/dL) foi linearmente reduzida com uso de HMEimsinteracdo entre fonte

de metionina e nivel de proteina bruta dietética.

2.4 Ensaios com uso de acido butanoico, 2-hidroxi-4-(rtietio)-1-metil
etil éster em desempenho animal

Noftsger et al. (2005), comparando dietas com 1%4de PB
suplementadas com HMB (0,10 %), HMBI (0,13 %) ou-M&tionina (0,088
%) (% do consumo de matéria seca) nao verificariéenethcas no consumo de
matéria seca (CMS) (20,1 kg/dia), producédo de €387 kg/dia), teor de
gordura (3,42 %), teor de lactose (4,86 %) e nmgdnio ureico no leite (13,8
mg/dL). Entretanto, o uso de DL-metionina tendeaduzir a producgédo de leite
(-2,5 kg/dia,P=0.06) comparado aos outros trés tratamentos. Kd&eproteina
no leite aumentou com uso de HMBI (3,02 %) em Bsago controle (2,91 %) e

HMB (2,95 %), mas sem efeito sobre a quantidaderdéeina entre estes.
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Embora tenha sido verificado aumento no teor detefira do leite, a
concentracdo de metionina no plasma nao foi akecadh a suplementacéo de
HMBIi. Também nédo foram identificadas diferencasapaenhum dos demais
aminoacidos essenciais e o Unico aminoacido ndeneis$ afetado pelos
tratamentos foi a taurina. A inclusdo de HMBI nataireduziu a concentracao
plasmatica de taurina em comparacao aos tratamest®le e HMB, mas sem
diferencas para a dieta com DL-metionina.

Saint-Pierre e Silvestre (2005), objetivando avalies efeitos
separadamente e conjuntamente do uso de HMB e HMg#ilizaram
experimento continuo por 16 semanas, iniciado kgds o parto (entre 21-28
dias). Os quatro tratamentos dietéticos com 16,8%FH foram: dieta basal;
HMB (0,10%); HMBi (0,15%) ou HMB (0,045%)+HMBi (0526) (% de MS
dieta). A suplementacdo com precursores de metonigou adequar a
estimativa da relacdo lisina:metionina na protefregabolizavel da dieta basal
de 3,8:1 para 3,0:1. Na dieta com HMBi (fonte Unia metionina) foi
verificado aumento na producdo de leite (+2,5 lk)/dieor (+0,16 %) e
guantidade de proteina (+126 g/dia), quantidadegatelura (+218 g/dia) e
quantidade de lactose (+182 g/dia) em comparacdoccamrole. Mas o
fornecimento de HMB n&o apresentou efeitos sigaifios na producdo e
composicao do leite em relagéo ao controle. E esgntacdo de HMB+HMBI
ndo determinou ganhos em producdo de leite ou osOlein relacdo ao
tratamento com HMBI. Houve interacdo significatidas efeitos de HMB e
HMBIi apenas em teor de lactose e nitrogénio urdizdeite. Os tratamentos
com HMBI reduziram o nitrogénio ureico do leite, snasse efeito ndo foi
observado no nitrogénio do plasma. A metioninaelivio plasma, como
propor¢do do total de aminoacidos essenciais, aomenm uso de HMBI, mas
ndo com HMB. Os ganhos em desempenho indicam cesas condi¢des

experimentais, o HMBi estaria fornecendo ao riumeantidade suficiente de



37

HMB para maximizar a producdo, e que os ganhodoadic em relacdo ao
HMB devem ser em decorréncia da absorcdo de partelMBi e seu uso
plasmatico.

Também com objetivo de adequar a relacgéo lisinéionira na proteina
metabolizavel de vacas leiteiras, mantidas em gastdropical e suplementadas
com concentrado, Greco (2008) incluiu 0,2% de HM&IMS do concentrado,
sendo fornecido na proporcdo de 1 kg de concempradh cada 3 kg de leite
produzido. A suplementacdo com HMBIi ndo apresemfeitos na producao,
nos teores de sdlidos e no nitrogénio ureico nte.lé¥acas em lactagéo,
mantidas em pastagens tropicais com alto teor ateipa bruta, no terco médio
e final de lactacao, com producdes ao redor degldekeite ndo responderam a
suplementacéo de HMB..

Rulquin et al. (2006), também, com a estratégiadiguar a relacdo
lisina:metionina na PM, avaliaram fontes de metianem dietas de vacas
confinadas com producdo diaria de 32 kg de leitstdlensaio, a dieta controle
(sem fontes de metionina) foi comparada com dist#siementadas com,
aproximadamente, 10 gramas/vaca/dia de metionisaralel com uso de
HMB, HMBi (ambos na forma liquida) ou metionina c@rotecao ruminal
(Smartamine M). A suplementacdo com fontes de mietho ndo afetou o
consumo de matéria seca, producdo de leite e deitégido para 4 % de
gordura. O uso de HMBIi aumentou o teor (+0,10 %)geiantidade de proteina
(+32 g/dia) no leite em comparacao ao tratamemvosglementacdo, mas sem
diferencas para a dieta com metionina protegidar&@@smentos ndo afetaram o
teor e a quantidade de gordura, entretanto o HMBuziu teores dos acidos
graxos C6:0,C8:0, C10:0 e C12:0 e C14:0 no ledmpmarado aos outros trés
tratamentos. O HMB e HMBIi promoveram aumento na @ acido graxo
C15:0 do leite comparado aos tratamentos control@egonina protegida,

indicando estimulacdo no crescimento de microrgamss considerando este
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acido graxo como marcador ruminal (VLAEMINCK et, &006). As trés fontes
de metionina suplementadas promoveram aumentmnaoaeacido graxo C18:0
e reducdo no teor de C18:2 em relacdo ao contide. foram detectadas
diferencas entre os tratamentos nos metabdlitosm@idcos glicose, acidos
graxos ndo esterificados (NEFA), triacilglicerdista-hidroxibutirato (BHBA) e
ureia. O HMBIi aumentou a concentracdo plasmatica nutionina em
comparacdo a metionina protegida, e esta foi supe@ controle e HMB,
indicando ganho global em metionina para o anim@esor a quantidade
potencial de metionina pds ruminal da absorcamnie fprotegida. Nestas dietas
deficientes em metionina, o HMBIi se equivaleu adate metionina protegida
na sintese de proteina no leite, ao contrario dershdo com o HMB.

Também, comparando o HMBi com uma fonte de metapirotegida,
Ordway et al. (2009) avaliaram os efeitos da suetgatdo iniciada antes do
parto. Foram comparados trés tratamentos: diet@ lpeentrole negativo, sem
suplementacéo); 0,35 % no pré-parto + 0,54 % pds-pa MetaSmart (HMBI)
ou 0,06 % no pré-parto + 0,10 % no poés-parto derdmine M (metionina
rdmen protegida) expressos como % na MS da diem. n@eis de
suplementacdo foram propostos para atingir reltisgi@ metionina de 3:1 na
PM em contraste a dieta basal que apresentav@oeda:1. No periodo do pré-
parto, iniciado 21 dias antes da data prevista @grarto, ndo foram verificadas
diferencas no consumo de matéria seca (13,5 kgfukap corporal (687 kg) e
escore de condicdo corporal (3,81) entre tratarserdp durante o pés-parto,
avaliado por 20 semanas, também nao houve efeittralmmentos na producao
de leite (43,0 kg/dia), producdo de gordura (154Bay teor de gordura (3,66
%), producdo de proteina verdadeira (1192 g/diajtregénio ureico no leite
(12,9 mg/dL). No pés-parto o MetaSmart aumentgormsumo de matéria seca
(CMS) e o escore de condicdo corporal (ECC), e ziadas eficiéncias

leite:CMS e N no leite: N dietético comparado ata$i controle e Smartamine
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M. O teor de proteina do leite foi maior para o Bamine M (2,87 %) sem
diferencas para o MetaSmart (2,81 %) e estes superao tratamento controle
(2,72 %). Foi verificada diferenca nas concentragilasmaticas de metionina e
metionia+cisteina entre tratamentos, com maiorkesaspara a Smartamine M,
seguido pelo MetaSmart e com menores valores namntesto controle. Os
resultados indicaram que MetaSmart e Smartamineolnf eficazes no
fornecimento de metionina na proteina metabolizavelificado pelo teor de
proteina no leite, mas por mecanismos diferentegu@ houve alteracdo no
consumo nesta dieta com 16,4% de PB no pos - parto.

Dalbach et al. (2011) avaliaram os possiveis efai® HMBi no pds-
parto imediato e testaram a inclusdo de 2,6g/kgl8ale HMBI iniciado no dia
do parto em comparacdo ao controle (ndo suplem@ntédd avaliacdes de
desempenho e metabolismo esplancnico de aminoafidas realizadas nos
dias 4, 15 e 29 pds-parto. Nao foram verificaddsreiicas significativas no
CMS, producdo e composicdo de leite com a suplem@ot de HMBI.
Entretanto, foi verificado aumento de metionineergat com quatro dias de
inclusdo dietética, demonstrando sua rapida ac@oo cionte de metionina
metabolizavel no poés-parto de vacas leiteiras. Mtargo, a resposta da
suplementacdo com HMBI n&o persistiu e diminuiu cotampo, e a metionina
arterial das vacas do tratamento com HMBIi ndo idifeo controle na avaliagéo
com 29 dias ap6s o parto, sugerindo adaptacédo thbalismo dos tecidos ao
aumento da oferta de metionina.Os autores verdicague a suplementacao
com HMBI ndo aumentou o fluxo portal liquido ouwxb esplacnico liquido de
metionina. Pelo contrario, observou-se tendéncia paimento da captacao
hepatica de metionina, indicando diminuicdo aparera producdo splancnica
liqguida de metionina com uso do HMBI. Esses efeftzam correlacionados
com a tendéncia de aumento no teor de gorduraitgo(l&=0,07) com uso de

HMBI. Quantidades substanciais de fosfatidilcolda secretadas na membrana
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do glébulo de gordura do leite, e respondem pamxamadamente, 30% de
fosfolipidos (KANNO, 1990) e o fornecimento de matha poderia repor o

pool de grupo metil. Embora uma substancial remetilagéohomocisteina

ocorra (LOBLEY; CONNELL; REVELL, 1996) e as fontele carbono para
essa remetilacdo estejam disponiveis em forma dease glicina (e talvez

também histidina), especulou-se que o esgotamentoeadionina no pds-parto
poderia estar limitando as reacdes de transmatilagiha vez que pouca
metionina estaria disponivel para a sintese deeBesilmetionina, apesar da
abundante disponibilidade de fontes metil.

Os niveis plasmaticos de serina e glicina aumentanads o parto e,
portanto, as vacas ndo apresentariam falta de sfomée grupos metil para
remetilagcdo, mas a redugéo nas concentra¢ciesamtéeisses dois aminoacidos
com a suplementacdo HMBi pode indicar seus maioisgss como metil
doadores com aumento dtatusde metionina. Fato que foi confirmado pelo
aumento das taxas de extracdo hepatica de sehistidtna com uso de HMBI
em comparacao com o controle, indicando resposgtdtica ativa na diminuicédo
das concentracdes arteriais. A tendéncia de redigg@oncentracdo de histidina
como resposta a suplementacdo HMBI concorda come@amismo proposto
anteriormente (SCHWAB et al., 1992) em que o aumanstatusde metionina
aumenta a utilizagcdo de outros aminoacidos essendé o fluxo esplancnico
liquido de leucina tendeu a ser maior com o usdiMii, provocado pela
diminuicdo da extracdo pelo figado. Isso concordm @s observacBes de
Berthiaume et al. (2006), onde o aumento das ddsesietionina protegida
aumentou o fluxo esplancnico de leucina, bem comivos AA de cadeia
ramificada. Os aminoacidos de cadeia ramificadaligente, sdo catabolizados
em menor quantidade pelo figado em comparacdo asnesoaminoacidos
essenciais (REYNOLDS, 2006). A descarboxilacdaraetoacidos de cadeia

ramificada pelo complexo desidrogenaseardmetoicido de cadeia ramificada é
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um passo limitante da velocidade na via catabdjieaé compartilhado por toda
a cadeia dei-cetoacidos ramificada e, também, @oetobutirato derivado de
metionina (BEQUETTE; BACKWELL; CROMPTON, 1998). Ateracao entre

0s substratos é uma possivel explicacdo de comaia nemocao de metionina
afeta 0 metabolismo hepatico da leucina com uddidiBi.

Plank (2011) testou diferentes fontes de metiorsnplementar em
dietas com 15,3% de proteina bruta. Os suplememioparados a uma dieta
controle foram DL-Metionina, Metionina rimen pratay (SMA), HMB,
HMBI, e uma fonte de metionina experimental comtggdo ruminal (ERPM).
Os tratamentos suplementares forneceram 18g/vacdkli quantidade equi-
molar de metionina. N&o foram verificadas difersnga producéo de leite entre
os tratamentos, com produg8es variando entre 28123ekg de leite/dia. Quanto
a composicdo do leite, observou-se reducdo no deogordura do leite no
tratamento DL-Metionina (3,27 %) comparado a métarprotegida (3,57 %).
O teor de proteina no leite promovido pelo Smaman(8,30 %) foi maior que o
do controle (3,20%), sem diferencas estatisticage @ demais tratamentos. Os
animais no tratamento com HMBIi reduziram o consudeo matéria seca
comparado aos tratamentos controle, DL-metioninecEM&\, e tendeu a ser
menor que HMB FB=0.14) e ERPM R=0.12). Além do efeito do HMBi,
nenhuma diferenca no consumo de matéria seca $eirnedda entre os demais
tratamentos.

Xia et al. (2012) avaliaram os efeitos do HMBI rfecido antes e apds o
parto comparado ao fornecimento somente no pos-pa@d trés tratamentos
dietéticos avaliados foram: controle (dieta basah $1MBi), T1- HMBi (0 g
pré-parto e 18 g pos-parto), e T2- HMBI (10 g paétp e 189 pds-parto). Os
tratamentos foram iniciados 21 dias antes da daevigla de parto e
continuaram até 91 dias de lactacdo. A dieta bapabsentava relacéo

lisina:metionina de 3,27:1 e 3,24:1 no pré e pdwmpaespectivamente. Os
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tratamentos ndo afetaram o consumo de matéria@iecade producao de leite,
dias de lactacdo para atingir pico de producademiode proteina do leite. Os
parametros sanguineos acidos graxos nao esteodicatitrogénio ureico,
glutamato piruvato transaminase, glutamato oxad@eransaminase também
nao foram afetados. Ambas as formas de suplementgcBMBi aumentaram a
producao de leite, quantidade de soélidos (gorqudgeina e lactose) e o teor de
gordura em comparag¢do com o controle, sem difesesigaie as duas formas de
suplementacéo. De forma geral, verificaram-se gardmm a utilizacdo de
HMBi independentemente se o fornecimento foi imloiano pré-parto ou
somente no poés - parto para animais com producdeitdeentre 26,57 e 29,75
kg/dia. Entretanto, a suplementacdo de analogoeat®mmma iniciada antes do
parto apresentou tendéncia de reduzir nitrogéréecoimo leite em 0,6 mg/dL
em relacdo ao control®£0.07) e reduziu significativamente o teor plasogéti
de B-hidroxi-butirato.

Phipps et al. (2008) avaliaram os efeitos da iddude HMBI (1,26g/kg
MS MetaSmart, Adisseo, Franca) em dietas com hi®ieo de PB (14,7%) ou
PB considerada padrdo (16,9%). Ndo houve efeitealode proteina dietética e
da suplementacdo com HMBi no CMS (24,7 kg/dia). ublementacdo com
HMBi aumentou a concentracdo de proteina do leite aenbos os teores
dietéticos de PB.Entretanto, observou-se interaigificativa entre os fatores
para producédo de leite e leite corrigido para 3gE¥gordura (LCG 3,5%). Na
dieta com menor teor de proteina bruta o uso de iHNBinuiu a producédo de
leite (-2,0/dia) e tendeu a reduzir a LCG 3,5%1({y/dia), e ndo afetou essas
variaveis na dieta com PB padrdo. E como resultadpantidade de proteina
produzida aumentou com uso de HMBi na dieta compB&ao, ndo sendo
afetada na dieta com menor teor proteico. A inf@agntre o teor de proteina
dietética e inclusdo de HMBI, com diminuicao nadugfo de leite, sem ganhos

em solidos, sugere que outros fatores limitaramspasta a HMBi quando a
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oferta de PB dietética foi restringida para vaaas producao de leite proxima a
38 kg/dia.

Mullins et al. (2013) objetivaram balancear umataliatendendo aos
niveis e a relacao lisina:metiona adequados, cofars modelos dblational
Research Counci(NRC, 2001) e ddCornell Net Carbohidrate and Protein
Systemversdes 5.0 e 6.0, em comparagdo a uma dietaotmrom alta
concentracdo de glaten de milho imido) presumivetendeficiente em lisina e
com baixa relagdo metionina:lisina. A dieta comtrdbi ajustada com
190g/vaca/dia de sal de célcio de acidos graktegélac-R, Arm & Hammer
Animal Nutrition) que foi incorporado com lisina (Megamine-L), edi¢cdo de
14 g/vaca/dia de HMBi (MetaSmart) de forma a atende proteina
metabolizavel nos modelos nutricionais. A dieta cadicdo de lisina e
metionina ndo afetou o CMS (26,6 kg/dia), produgédeite (40,1 kg/dia), teor
de gordura (3,10 %) e proteina do leite (3,06 %) ré&3ultados verificados nao
suportam a hipétese de que o aumento no forneandmtisina e metionina
aumentaria a producédo de proteina do leite de valoagntadas com dieta a
base de um subproduto de milho, indicando que swminoacidos poderiam

ser limitantes ou, ainda, pode indicar falhas raligéo dos modelos.

2.5isopropanol

Alcoois e agentes lipofilicos interagem com a biadande lipidos nas
células (SHEETZ; SINGER, 1974) e tem sido demodstrgue afetam
diretamente a fluidez da membrana (HUI; BARTON, 3)97Alterac6es na
fluidez da membrana podem afetar a energia decdtivde enzimas associadas
a membrana (McMURCHIE; RAISON, 1979) que, por sea,\pode afetar a
cinética de transporte de metabdlitos (tais comadiomiea) que entram na

célula.
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O aumento da fluidez da membrana celular é, tambésgciado com
perda de contetdo celular e morte celular em hast€EZEJI et al., 2010).
Concentragcdes muito pequenas de metanol (1-2 %)stém utilizadas para
separar bactérias de particulas de alimentos (TRABAMARINUCCI et al.,
2006). Como o HMBi é clivado para HMB e isopropamdlpossivel que a
hidrélise do isopropanol afete as membranas baogsi de forma semelhante
(PLANK, 2011).

No tratamento anaerdbico de esgoto, dois génemsa@éhecidos por
utilizar acetato para realizar a metanogénbtethanosarcinae Methanosaeta
(JETTEN; STAMS; ZEHNDER, 1992; ZINDER, 1993). Inet al. (2011)
investigaram o efeito do isopropanol no nivel dpregsdo da enzima acetil-
CoA sintetase d&lethanosaeta conciliina producdo de metano e na atividade
dos microrganismos anaerobicos. Neste estudo &iaao o efeito inibitério do
isopropanol no grupo de microrganismos chave deamgénese acetoclastica
em biorreatores anaerdbios. Em lodos anaerdbiosdatonados em frascos
plasticos, adicionaram-se acetato e isopropanuilredlizada a quantificacéo de
reacdo de cadeia de polimerase (PCR) em tempo paa, determinacdo do
efeito do isopropanol, no nivel de expressao darenzhave na producao de
metano acetoclastica, a acetil-CoA sintetase. AtEMPCR, a atividade de
células deviethanosaeta spptambém, foram quantificados usando hibridizacao
fluorescente “in situ” (FISH). A abundéancia de samcédo acetil-CoA-sintetase
foi 1,23 + 0,62 x 106 mRNAs/mL nos reatores senprigpanol e resultou em
uma producdo acumulada de metano de 222 mL parofras exposicdo ao
isopropanol resultou em diminuicbes de 71,2 %, 84,789,2 % e 94,6 % no
nivel de mRNA e de reduc¢éo na producdo de metan85eth, 65 %, 91,5 % e
100 % nas concentracbes de isopropanol de 0,1; D®; e 2,0 M,
respectivamente. Exposi¢cfes repetidas resultanaraltas inibicbes e no teste

final a intensidades fluorescentes das célulasasitile Methanosaetaforam
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significativamente diminuidas em raz&do do isopropdds resultados indicaram
gue o isopropanol apresentou efeito inibitério sobm metanogénese

acetoclastica, sem afetar a atividades das célelasctérias e derchaea

2.6 Outros aminoacidos limitantes

Lee et al. (2012a) conduziram dois experimentosticoos com
objetivo de investigar os efeitos da suplementaigiética de lisina e metionina
ramen-protegidas variando a proteina metabolizal®1). No primeiro
experimento, comparou-se uma dieta com quantiddelguada de PM (APM),
com outra deficiente em PM suplementada com liddfRML); e com a dieta
DPML mais metionina. As dietas com deficiéncia h € suplementadas com
lisina e lisina+metionina rimen-protegidas ndo dirriam, estatisticamente, a
producao de leite em comparacédo a dieta com aded®idd No entanto, sem a
suplementacdo com metionina, o teor de proteinaitdofoi, significativamente,
diminuido na dieta DMPL. Ambas as dietas deficisrgaen PM reduziram a
guantidade diaria de proteina em comparacéo caetaacbm adequada PM. A
menor quantidade de proteina degradavel no rimendoas dietas com
deficiéncia na PM deprimiu a digestibilidade deriemtes no trato total e
tenderam a diminuir, & excrecdo urinaria de dedsagdurinicos, indicando
fermentacdo ruminal prejudicada. Ao avaliar as entra¢bes de aminoacidos
no plasma, verificou-se reducé@o de treonina, valrgtidina e glutamina nas
duas dietas com deficiéncia em PM comparada a dietaadequada PM. N&o
foram verificadas diferencas em lisina, metionin@wros aminoacidos néo
essenciais, sugerindo que outros aminoacidos pamdezstar sendo limitantes.
No segundo experimento foram testados dois trataErmetietéticos: dieta com
adequada PM suplementada com lisina ramen-protg@iédiL) ou a dieta

AMPL suplementada com metionina rimen-protegida MAM). A dieta
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suplementada com lisina + metionina resultou emomproducédo de leite que a
dieta suplementada apenas com lisina (41,3 ¥grdus42,0 kg/dia,P=0,02),
fato relacionado a redugcdo numeérica de 0,9 kg nswno de matéria seca
(P=0,40) no tratamento APMLM.

Tomando como base as concentracdes de aminoacagdasma,
verificadas no experimento anterior, que indicaatmistidina como potencial
aminoécido limitante, Lee et al. (2012b) avaliamefeito da suplementacado de
lisina, metionina e histidina rimen protegidas.aRoicomparadas quatro dietas:
controle com adequada PM (ADPM); deficiente em ENPN1), deficiente em
PM e suplementada com lisina+metionina (DPMLM) ediata DPMLM
suplementada com histidina (DMPLMH). A dieta come@quhda proteina
metabolizavel apresentava 15,7% de PB e as didladeficiente entre 13,5 e
13,6%. Na dieta com proteina metabolizavel adeq@A&#®M), verificou-se
aumento nas digestibilidades aparentes da matnig matéria organica, FDN,
FDA e proteina bruta comparada com as outras ieéssccom PM deficiente. A
producéo de leite foi reduzida na dieta DMP (39#&lia), mas foi semelhante
entre a dieta ADMP (38,8 kg/dia) e as dietas DPM&NDPMLH (36,9 e 38,5
kg/dia, respectivamente), em paralelo com os coasude matéria seca.
Segundo os autores, o aumento no consumo de matm@anas dietas com
deficiéncia na PM (DPMLM e DPMLMH), em relacdo &tdi com deficiéncia
em PM (DPM), desencadeou as respostas em leitepgastucdo de proteina de
leite, particularmente, evidentes com a supleménotale lisina, metionina e
histidina. E, uma vez que foi verificada reducée dmestibilidades, mas com
tendéncia de aumento do consumo de matéria seca saplementacao dos trés
amino4cidos rumen-protegidos, os autores propuserae) semelhante as
espécies de monogastricos, os aminoacidos deseameudipel importante na
regulacdo do consumo de matéria seca em vacdeaeit®s resultados apontam

a histidina como aminoacido limitante em vacaseieis de alta producéo
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alimentadas com dietas a base de silagem de midlifafa pré-secada em com

deficiéncia na proteina metabolizavel.
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RESUMO

Em dois experimentos realizados em delineamentoederséo
simples de tratamentos, o desempenho produtivo adasvHolandés,
recebendo silagem de milho como forragem Unicaieia,dfoi utilizado
como ensaio biolégico para avaliar o tratamentonits da Alfa
Nutrisoja (Cooperalfa, Chapecd, SC), uma soja mtetpstada. No
experimento 1, foram utilizadas 22 vacas alimegatbm 3,7% de soja
integral crua ou tostada na matéria seca (MS) ela.dA soja tostada em
substituicdo a crua aumentou a producao de lei@d@para 31,9 kg/dia
(P=0,03), as secrecfes de sdlidos totBi0(04) e lactosePE0,01), sem
efeito no nitrogénio ureico no leite (NUL) e o con® de matéria seca
(CMS). No experimento 2, dezesseis vacas testaranbstituicdo das
fontes de soja em 11% na MS dietética. A dieta cwja tostada
promoveu incrementos na producdo de leite (+1,Hi&gP=0,05) e
lactose (+0,06 kg/diag?=0,03) com reducdo na concentracdo de glicose
plasmatica (-3,4 mg/dLP=0,01). Ndo houve efeito da tostagem nas
digestibilidades da matéria seca, matéria orgamcala fibra em
detergente neutro, bem como no padréo ingestivaadsais (P>0,05).
O teor de NUL leite, também, né&o foi afetado, seolokervada tendéncia
(P=0,08) de reducéo na relacdo alantoina/creatmanarina com uso da
soja processada termicamente. No engaisitu de degradabilidade da
proteina das fontes de soja foi verificada redug#éracdo A da proteina
total (P <0,01) e aumento da fracdo B €0,01) em virtude da tostagem,
sem diferenca significativaP( = 0,63) na fracdo indigestivel. A
substituicdo de soja crua por soja tostada nos migiis de inclusédo
dietéticos testados aumentou de producéo de liteagetar o consumo e
a composicao do leite, demonstrando que tratamémdaco foi efetivo
na inducdo de aumento no fluxo de aminoacidos roktdbeis de soja
para o animal.

Palavras—chaveSoja integral. Soja tostada. Proteina ndo-degrhaéve

rdmen.
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1INTRODUCAO

A soja é a principal fonte de proteina verdadeissapvacas
leiteiras no Brasil, majoritariamente na forma deelo. Este fato,
associado a proibicdo de uso de fontes proteicasigem animal, limita
a formulacéo de dietas ricas em proteina nao dégehdo ramen.

A substituicdo de alimentos proteicos com alta aggpilidade
ruminal da proteina por alimentos ricos em proteiéda degradavel no
rimen pode aumentar o fluxo de aminoacidos metahalis para o
animal (NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC, 2001). O
tratamento térmico da soja integral € uma alteraapara reduzir a
degradabilidade ruminal de sua proteina (FALDEdl.et1991).

Mielke e Schingoethe (1981) observaram que a suigsto do
farelo de soja por soja integral crua ndo promovremento na
producéo de leite, enquanto que sua substituichsga integral tostada
foi efetiva, demonstrando a importancia da elevali@deor dietético de
proteina ndo degradavel no ramen como estratégtacional na
alimentacao de vacas de alta producéo. A sojaraltegstada pode suprir
aminoacidos dietéticos em forma ndo degradavel nomnen,
potencialmente capazes de estimular a producéo adasvleiteiras
(FALDET; SATTER, 1991; RUEGSEGGER; SCHULTZ, 1985).
Entretanto, a eficiéncia da tostagem como forma reéucdo da
degradabilidade ruminal da proteina no grao de defende do tempo e
da temperatura de processamento (FALDET et al.1;19REMBLAY;
BRODERICK; ABRAMS, 1996), uma possivel explicacdargp a
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auséncia de resposta animal a substituicAo decsagapor tostada em
alguns experimentos (BERNARD, 1990; DLJK et al830

Objetivou-se neste trabalho avaliar a efetividadetrdtamento
térmico de tostagem do gréo de soja Alfa Nutripgameio de ensaio de
degradabilidade ruminal, e a resposta em desempg@okotivo quando

de sua inclusdo em dietas de vacas leiteiras estisugfo a soja crua.

2 MATERIAL E METODOS

Experimento 1
Animais e delineamento experimental

Vinte e duas vacas da raca Holandés, dezoito ratdi$pe quatro
primiparas, com 175 + 60 dias em lactacdo, nodndd experimento,
foram blocadas em onze grupos de dois animais ba ordem de
parto e producdo diaria de leite. Dentro de cadadylos animais foram,
aleatoriamente, alocados a uma sequéncia de daiamentos, em
delineamento de reversdo simples com dois perideld8 dias, sendo 10

dias de adaptacéo.

Instalagbes e manejo

A instalacdo utilizada foi confinamento do tipoe=stall” com
cama de areia, sistema de nebulizagdo e ventilagémméatica, com
cortinas para protecdo dos animais na eventuatéuma de chuvas. A
alimentacao foi fornecida, individualmente, duagegeao dia, as 6 h e as
14 h, na forma de dieta completa, em quantidadeiesuote para prover

minimo de 10% do oferecido como sobra diaria. Approdo dos
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ingredientes dietéticos na dieta completa foi na@ntconstante por
monitoramento semanal do teor de matéria secadatgesi de milho em
aparelho tipo Koster (Koster Moisture Tester, Sgswille, EUA). As

vacas foram ordenhadas trés vezes ao dia, as@mia3 12 h e 30 min e as 20

h, com a utilizacdo de ordenhadeira mecéanica esuitirfechado.

Dietas Experimentais

A soja crua e a soja tostada (Alfa Nutrisoja, Coalbe, Chapeco,

SC), utilizadas neste experimento, foram origirsaritp mesmo lote,
diferenciando apenas no tratamento térmico ao gustja tostada foi
submetida. No processo de tostagem, partidas deotetadas foram
aquecidas a vacuo por injecdo de vapor, por dezire® minutos, sob
temperatura de 125°C e pressdo de 2 kdf/cApds o periodo de
aquecimento, a autoclave foi aberta para saidaagorve o vacuo foi

induzido para a obtencdo do teor de umidade no dedd@4 a 15%, a
70°C. Posteriormente, os grdos foram transferidos pana coluna

resfriadora, onde atingiram umidade de 12%, semasteriormente,

armazenados em sacos de 40 kg. A soja crua falaodb mesmo lote da
tostada, sendo processada em um desintegradorrdgefim sem peneiras
(moagem grosseira) para obtencdo de tamanho deytarsemelhante a
da soja tostada. Os tratamentos foram: Soja Cru&oja Tostada com

nivel de inclusdo de 3,7% na matéria seca da (lietzela 1).
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Tabela 1 Composicdo centesimal e quimica das diefaecidas e
composicdo quimica das sobras e dietas consumidada(
matéria secafxperimento 1

Soja Crua Soja Tostada

Dieta oferecid

Silagem de milho 47,7 47,7
Soja integral crua moida grosseiramente 3,7 -
Soja integral tostada moida grosseiramente - 3,7
Milho maduro moido fino 16,0 16,0
Farelo de soja 16,9 16,9
Polpa de citros 12,3 12,3
HMBi* 0,12 0,12
Ureia 0,4 0,4
Oxido de magnésio 0,2 0,2
Bicarbonato de sédio 0,8 0,8
Sal branco 0,3 0,3
Calcério calcitico 1,3 1,3
Minerais e Vitaminas 0,3 0,3
Proteina bruta (PB) 17,3 17,3
Fibra em detergente neutro (FDN) 35,5 35,6
Extrato etéreo (EE) 4,5 4,5
Cinzas 8,6 8,6
Carboidratos néo fibrosos (CNF) 34,0 34,0
Sobras (média + SD, n=:
PB 15,7+1,7 149+17
FDN 39,0+3,9 40,2+4,8
EE 2,3+0,7 28+1,0
Cinzas 9,1+1,.3 9,3+1,9
CNF® 34,0 +5,0 32,8+4,7
Dieta consumid
Proteina bruta (PB) 17,6 17,7
Fibra em detergente neutro (FDN) 35,0 34,9
Extrato etéreo (EE) 49 48
Cinzas 8,5 8,5
CNP® 34,0 34,1

*Acido butanoico, 2-hidroxi-4-(metil-tio)-1-metil ietéster (Metasmart, Adisseo Inc.,
Antony,Francef.Minerais e Vitaminas - Composicéo (por kg do projtu200 g de Ca;

150 g de P; 30,0 g de S; 30,0 g de Mg; 100 mg de3@O0 mg de Cu; 180 mg de |;
3.000 mg de Mn; 12000 mg Zn; 100.000 Ul de vit BOD00 Ul de vit D3; 6.250 Ul de
vit E. 3Carboidratos nao fibrosos, CNF= 100 - (PB + FDNE+HECinzas).
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Variaveis avaliadas

O consumo individual foi avaliado entre os diasall3 de cada
periodo experimental por trés dias consecutivosdseaegistradas as
quantidades oferecidas e respectivas sobras das.dirante o periodo
de avaliagdo do consumo, foram coletadas amosteastodos o0s
ingredientes da dieta, sendo as amostras de silagegeladas (-20°C).
As amostras individuais de sobras diarias de dietmbém, foram
congeladas (-20°C) e, posteriormente, utilizadaa foamar uma amostra
composta de cada periodo para cada vaca. As asasrailagem de
milho e sobras individuais de dieta foram pré-seeas estufa de
ventilacdo forcada regulada a°65 por 72 horas. Apds a pré-secagem,
todas as amostradas coletadas foram trituradas @mhonde facas do
tipo Thomas-Willey, dotado de peneira com malha ldenm. Sub
amostras foram desidratadas a°@@or 24 horas para determinacéo do
teor de matéria seca. Todos os ingredientes dietet sobras de dieta
foram analisados em triplicata, sendo o teor detepra bruta por
destilador a vapor tipo Microkjeldhal (AMERICAN OICHEMISTS
SOCIETY - AOCS, 1989), o de extrato etéreo segumdssociation of
Official Analytical Chemists - AOAC (1990), o teate cinzas por
incineracdo da amostra a 860por 8 horas em mufla, e o teor de fibra
em detergente neutro (FDN), analisado em deterroimadel fibra TE-149
(Tecnal, Piracicaba, SP), usando amilase e sdléiteodio

As producdes individuais diarias de leite e dedsdlimensuradas
entre os dias 11 e 13 de cada periodo experimimgah utilizadas para

comparar os tratamentos. Durante trés dias, amodganove ordenhas
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consecutivas foram obtidas para determinagdo dmesede proteina,
gordura, lactose e nitrogénio ureico. Para compaaraostras diarias de
leite, coletaram-se em cada uma das trés ordetibastas proporcionais
a producéao (0,05%*producéo de leite/ordenha).

As amostras diarias de leite foram acondicionadasfrascos
plasticos (capacidade de 60 mL) com conservantenopa e
encaminhadas ao Laboratério Centralizado da Ass@ci®aranaense de
Criadores de Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH) Ganitiba,
Parana, para determinacdo dos teores de gordwtgina, lactose e
sélidos totais no equipamento Bentley 2000 (BenttesyrumentS), por
meio dos sistemas optico e infravermelho. A an&seoncentracdo de
nitrogénio ureico do leite foi realizada em equipato Chemspec 150
(Bentley Instrumenf¥, utilizando-se a metodologia de Berthelot.

A secrecgdo diaria de energia no leite (EnLeite)ctdculada pela
equacédo: 0,0929*% de gordura + 0,0547*% de proteile0395*% de
lactose)* kg de leite (NRC, 2001). A producéao deelajustada para
energia (LeiteE) foi calculada pela equacéo: LeiteEnleite/0,70,
considerando que o conteddo de energia em um deite 3,7% de
gordura, 3,2% de proteina e 4,6% de lactose é7@e\cal/kg.

Experimento 2
Animais e delineamento experimental

Dezesseis vacas da raca Holandés, doze multipamqsateo
primiparas, com 130 + 50 dias em lacta¢do, no dnihd periodo
experimental, foram blocadas em oito grupos de doisais com base

na ordem de parto e producédo diaria de leite. Detér cada bloco, os
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animais foram, aleatoriamente, alocados a uma Bseuée dois
tratamentos, em delineamento de reversao simples dms periodos
experimentais de 21 dias, sendo destinados 14pditas adaptacdo das

vacas aos tratamentos.

InstalagcBes e manejo
As instalacbes foram as mesmas do experimento 1. Os

ingredientes dietéticos foram pesados e misturddas vezes ao dia e
oferecidos as 7 h e 15 h, em quantidade suficipat@ prover, no
minimo, 10% do oferecido como sobras diarias. Fantida a propor¢ao
dos ingredientes na dieta por monitoramento sendm&tor de matéria
seca da silagem de milho em aparelho tipo Kostarst Moisture
Tester, Strongsville, EUA). As vacas foram orderisaiés vezes por dia,

nas mesmas condicdes e horarios do experimentoaante

Dietas experimentais

A soja crua e a soja tostada (Alfa Nutrisoja, Gwalfa, Chapeco,
SC) provenientes do mesmo lote foram obtidas ézadihs de forma
idéntica a descrita no experimento 1, com a dif@ate que o nivel de
incluséo neste experimento foi superior, sendo ¥ ha matéria seca
das dietas (Tabela 2).
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Tabela 2 Composicéo das dietas oferecidas emdiegrtes e das dietas
consumidas em nutrientes nos tratamentos Soja €rB8aja

TostadaExperimento 2

Soja Cru Soja Tostad
% da matéria seca
Silagem de milho 46,9 46,9
Soja integral crua 11,0
Soja integral tostada 10,9
Farelo de soja 13,0 13,0
Polpa de citros 16,2 16,2
Milho maduro moido fino 10,7 10,7
Minerais e vitaminds 1,0 1,0
Bicarbonato de sédio 1,3 1,3
Proteina bruta 15,9 16,3
Fibra em detergente neutro (FDN) 36,4 37,3
FDN oriundo de silagem de milho 26,6 26,4
Extrato etéreo 51 5,3
Cinzas 6,0 6,1
CNF 36,5 34,7
% da matéria natural
Matéria seca 44,0 44,0

*Minerais e Vitaminas: 18,5% de Ca; 15% de P; 3,@%/d; 3,0% de S; 240 ppm de
Co; 3.000 ppm de Cu; 8.000 ppm de Mn; 12.000 ppdrd®0 ppm de Se; 180 ppm de
I; 1.000.000 Ul/kg de Vit. A; 250.000 Ul/kg de ViD; 6.250 Ul/kg de Vit E.
“Carboidratos nao fibrosos, CNF = 100 - (PB + FDEE++ Cinzas).

Variaveis avaliadas

O consumo individual foi avaliado por cinco diamsecutivos
(dias 16 a 20 de cada periodo experimental), seedstradas as
quantidades oferecidas e respectivas sobras indigidliarias de dietas.
A avaliacdo de consumo e as andlises bromatoloficam realizadas
utilizando os mesmos procedimentos do experimentol.

A producéo de leite foi mensurada durante trés casecutivos

(dias 16 a 20 de cada periodo experimental). Ama®ste seis ordenhas
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consecutivas coletadas entre os dias 17 e 19 farmauas amostras
diarias de leite que foram utilizadas para deteagén dos teores de
sélidos e nitrogénio ureico (Laboratorio Centralzada Associagdo
Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca Hotarndestiba, PR),

conforme procedimentos descritos no experimentd huantidade de

energia excretada no leite e a producdo de leitstaaja para energia
(LeiteE) foram calculadas como descrito anterioteen

As digestibilidades aparentes no trato digestival tda matéria
seca, da matéria organica, da FDN e da matériaicayddo-FDN foram
determinadas por mensuracdo da producéo fecalopeiadotal realizada
em trés etapas de oito horas ininterruptas deaxodatizadas entre os dias
18 a 20 de cada periodo experimental. As coletdezies em cada uma
das etapas foram iniciadas em cada dia com oitashoe atraso com
relacdo ao dia anterior, visando obter uma amaeospeesentativa das 24
horas do dia. Os compostos fecais foram desidrat@&to estufa de
ventilagao forcada (55°C; 72 h) e os teores de ElRMzas determinados
conforme descritos no experimento 1.

O consumo diario de matéria organica digestivel QIM foi
calculado multiplicando o consumo de matéria orgg@mensurado entre
os dias 16 a 20 pelo coeficiente de digestibilidddematéria organica
mensurada entre os dias 18 a 20. A eficiénciaileagio energética foi
calculada pela relacéo entre a secrecéo de emerdgite e o CMOD.

Seis amostras de wurina de cada vaca foram obtidas
concomitantemente a coleta de fezes, visando estirsimtese relativa de
proteina microbiana no rumen. Ao volume de uringetado foram

imediatamente adicionados 2% de acido sulflricoO&o,2sendo as
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amostras armazenadas a 4°C durante o periodoeta.ddb dia seguinte
ao da coleta, as amostras compostas de urina devaad foram diluidas
com agua destilada na proporcéo 1:4 (urina: aguangeladas a -20°C
até a realizacdo das analises. A andlise da caacént urindria de
alantoina foi realizada, conforme procedimento wes@or Chen e
Gomes (1995) e para determinacéo do teor de dreatfioi utilizado kit
comercial (Labtest diagnostica S.A., Lagoa Sant&).M\ relacdo entre
alantoina e creatinina urinaria foi utilizada conestimativa do
crescimento microbiano ruminal.

No dia 20 de cada periodo experimental foram cdéest@mostras
de sangue nos vasos coccigeos 12 horas apés atalpde matinal para
avaliacdo da concentracdo plasmética de glicosgarQue foi coletado
em tubos vacuolizados, contendo fluoreto de paassendo
imediatamente centrifugado a 1000gxpor 15 minutos, e o plasma
armazenado a -20°C até o momento da analise. Asardd glicose foi
realizada com kit laboratorial (Labtest Diagnosti8#., Lagoa Santa,
MG, Cat. 27).

No dia 21 foi avaliada a atividade mastigatoria gasas por
observacéo visual da atividade bucal a cada cinoatos por 24 horas.
As atividades bucais consideradas foram: ingest& atimento,
ruminacdo e ocio. O tempo de mastigacdo em minptosdia foi
definido como a soma dos tempos de ingestdo enti@agao.

Visando descrever as unidades experimentais, n@ldide cada
periodo experimental, foram avaliados o peso viaacendi¢do de escore

corporal, sendo esta atribuida em escala de 1 WIBDMAN et al.,
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1982) por trés avaliadores independentes e utdiza@score médio de

cada animal.

Ensaio de degradabilidade

A degradabilidade ruminal da proteina nos graosaje crua e
tostada foi avaliadan situ em trés vacas com cénula ruminal. Amostras
pré-secadas de 5 g foram inseridas em sacos dsteolde 9 x 11 cm e
incubadas no ramen em triplicata nos tempos 0, 8, 62, 24 e 72 horas.
Considerando R a massa de proteina no residuo iapdbacédo e
lavagem das amostras, e | a massa inicial na amoatrfragcdo A
instantaneamente degradada foi: A = (I-R do tempbg @ fracdo C
indigestivel foi: C = R no tempo 72/I; e a fracAddBdtamente degrada
foi: B=100—(A+C). A taxa fracional de degradacaofidagdo B (kd) foi
estimada ao longo do tempo por regressao line&ygdsitmo natural dos
residuos como porcentagem da amostra inicialmemtabada, apos

subtracdo da fragdo C destes valores.

Andlise estatistica

Os dados das variaveis avaliadas nos experimentso® foram
analisados pelo procedimento GLM do Statistical Ipsia System
Institute - SAS Institute (2003) com o seguinte slod

Yiw =K+ B+ Vg + R+ T +ey

Onde:

Yiia = Variavel dependente;

K = Média geral;

Bi = Efeitode bloco(i=1allexp.1l;i=1a®e);

Vi = Efeito de vaca dentro de bloco (j = 1 a 22 exp=11 a 16);
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P« = Efeito de periodo (k =1 ou 2);

T, = Efeito de tratamento (I = Dieta Soja Crua out®i&oja
Tostada);

gju = erro experimental, independente, com distriluigérmal,

média zero e variancis.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve (P>0,05) diferencas entre tratamentososumos de
matéria seca (Experimentos 1 e 2; Tabelas 3 eedinatéria organica e
de matéria organica digestivel (Experimento 2; TeakB. De forma
similar Faldet e Satter (1991) ndo encontraramreliga no CMS ao
comparar farelo de soja, soja crua ou soja tostada dietas
isonitrogenosas, fornecidas para vacas alimentamtassilagem de alfafa
como volumoso exclusivo. Em experimento continuo p® semanas
Ruegsegger e Schultz (1985), também, nédo verificadéferenca no
consumo de vacas leiteiras ao compararam concestcaxin soja tostada

ou farelo de soja em dietas baseadas em alfafa.
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Tabela 3 Composicdo do leite e desempenho de vélmandés
alimentadas com dietas contendo soja crua ou sgjada.

Experimento 1

SojaCrua Soja Tostada EPM P Trat

kg/vaca/dii
Consumo de matéria seca 20,5 20,4 0,30 0,76
Leite 30,8 31,9 0,32 0,03
LeiteP® 28,0 29,1 0,47 0,09
Gordura 0,944 0,985 0,0239 0,24
Proteina 0,962 0,985 0,0099 0,11
Lactose 1,423 1,483 0,0160 0,01
Sélidos 3,612 3,757 0,0459 0,04
% no leite
Gordura 3,07 3,13 0,059 0,55
Proteina 3,15 3,12 0,010 0,09
Lactose 4,62 4,67 0,016 0,06
Sélidos 11,79 11,88 0,059 0,30
mg/dL
N-ureico no leite 14,9 15,1 0,31 0,65
Mcal/dia
Energia no leite (Enleitd) 19,6 20,4 0,30 0,09
Mcal/kg
Eficiéncia 1,51 1,58 0,025 0,07

'EPM = Erro padrdo da médiB. Trat = Probabilidade para o efeito de tratamento.
3LeiteE = Leite ajustado para energia, LeiteE = E@70, considerando que o
conteldo de energia de 0,70 Mcal/kg em um leite &n¥% de gordura, 3,2% de
proteina e 4,6% de lacto$&nLeite= Secrecdo diaria de energia no leite, tadeupela
equagdo: 0,0929*% gordura + 0,0547*% de protein@,0895*% de lactose)*kg de
leite. *Eficiéncia2 = Leite/Consumo de matéria seca.
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Tabela 4 Desempenho produtivo, solidos do leiteglagéo
alantoina:creatinina na urina e concentracdo deoggi no
plasma de vacas Holandés alimentadas com dietasncion
Soja crua e Soja tostadaxperimento 2

Soja cru; Soja Tostad EPM* P Traf

kg/vaca/dia
cms® 19,1 19,5 0,39 0,51
cmMmop* 13,3 13,2 0,31 0,80
Leite 29,1 30,2 0,40 0,05
LeiteE® 27,3 28,4 0,52 0,18
Gordura 0,976 0,990 0,018 0,58
Proteina 0,887 0,912 0,014 0,22
Lactose 1,330 1,391 0,019 0,03
% no leite
Gordura 3,38 3,30 0,05 0,30
Proteina 3,06 3,04 0,02 0,33
Lactose 4,57 4,60 0,02 0,22
mg/dL
N-ureico no leite 11,9 11,9 0,28 0,84
Mcal/dia
Energia no leite (Enleitd) 19,2 19,7 0,27 0,18
Mcal/kg
Eficiéncial 1,49 1,50 0,03 0,21
Relacéo na urina
Alantoina/Creatinina 2,2 1,6 0,24 0,08
mg/dL
Glicose plasmética 54,8 51,4 0,90 0,01
Kg
Peso vivo 612 609 2,3 0,29
Escalalab
EcC 3,1 3,2 0,03 0,17

*EPM = Erro padréo da médi®. Trat = Probabilidade para o efeito de tratamé@S

= Consumo de matéria seé@MOD = Consumo de matéria organica digestfeiteE

= Leite ajustado para energia (LeiteE = Enleit@)0gbnsiderando de 0,70 Mcal/kg o
contetildo de energia em um leite com 3,7% de gord@/2&0 de proteina e 4,6% de
lactose). °EnLeite = Secrecdo diaria de energia no leite, utad@ pela equagéo:
0,0929*% de gordura + 0,0547*% de proteina + 0,689%e lactose)*kg de leite.

"Eficiéncial = Energia no leite/CMOPECC = escore de condic&o corporal.
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A substituicho da soja integral crua por soja irgkdostada,
mesmo em baixa inclusdo dietética (3,7% da mas&a), promoveu
resposta positiva e rapida no desempenho leitdiebdla 3), sendo
observados incrementos nas secrecoes diariastdg+di,1 kg/dia; P=
0,03), de solidos (+0,145 kg/dia;=#0,04), e, principalmente, de lactose
(+0,060 kg/dia; P= 0,01). No experimento 2, a inclusdo de 10,9%agke s
tostada na matéria seca dietética, também, promewenentos nas
producdes de leite (P = 0,05) e de lactose (P 3)(@Dabela 4). Com
inclusdo de 13% na matéria seca dietética, Fald&Qater (1991)
verificaram aumento de 4,5 kg/dia na producéo ide dpiando utilizaram
soja tostada em comparacdo a soja crua. Ruegseg8ehultz (1985)
relataram incremento de 2,0 kg/dia de leite adzatilsoja tostada em
substituicdo ao farelo de soja no concentrado dasvalimentadas com
pré-secado e feno de alfafa como forragem. Nonemtaem outros
trabalhos nao foram verificados efeitos da inclu$isoja tostada sobre a
producdo de leite (BERNARD, 1990; DLJK et al.,, 1998IELKE;
SCHINGOETHE, 1981).

Um fator que pode justificar a inconsisténcia resultados entre
os trabalhos encontrados na literatura € o proces#a térmico ao qual
o gréo de soja foi submetido, com reflexo na diggpbtade de proteina
no intestino delgado (FALDET; SON; SATTER, 1992).t@tamento
térmico 6timo da soja visando aumentar a utilizgg@oruminantes deve
apresentar PDIpfotein dispersibility index entre 9 e 11 % (HSU,;
SATTER, 1995), sendo este indice utilizado parasifi@ar a qualidade
da soja ap0s o processo de aquecimento. A sogdtattilizada nos dois

experimentos do presente trabalho, apresentou BOIO¢ e, portanto,



80

dentro da faixa adequada visando maximizar a atifinz da proteina nédo
degradavel presente na soja.

As maiores producdes de leite, observadas no teaancom soja
tostada nos dois experimentos estdo relacionadams a respectivas
maiores producdes de lactose (Tabelas 3 e 4). tAskac o carboidrato
que promove maior impacto positivo na producacede (Danfaer, 1994,
Wheelock; ROOK, 1966), e 0 aumento na sua secregéwirtude da
maior quantidade de aminoacidos disponivel pamiroa, também, tem
sido observado. Doepel e Lapierre (2010) verificaraumento na
producédo de lactose e, consequentemente, na pmdecite, quando
vacas leiteiras receberam infusdo no abomaso demistara contendo
aminoacidos em comparacgao aquelas que foram imfasdiom agua. De
forma similar, a infusdo de caseina no intestinlgat® resultou em
aumento do teor de lactose e da producéo de heitoenparacdo aquelas
que receberam tratamento controle (LEMOSQUET g2@09).

Uma possivel explicacdo, para 0 aumento na proddgdactose
nas vacas que receberam as dietas com soja tqStadelas 3 e 4),
refere-se  ao incremento na disponibilidade de ahacidos
metabolizaveis oriundos da fracdo da proteina m&padiavel no rimen
(PNDR) da soja tostada. Estes aminoacidos seridlizadbs como
substrato no ciclo de Krebs, fazendo com que ass&tzle de glicose da
célula fosse diminuida e direcionada para o coxaplie golgi para a
producdo de lactose. Uma teoria alternativa € gsieaminoacidos
oriundos da soja tostada possam atuar diretament&icieo da célula
para aumentar a expressdo de receptores de gli@secélulas da
glandula mamaria. Este fato pode ser associaddugde (P= 0,01) da
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concentracdo de glicose plasmatica nas vacas qabemm a dieta com
soja tostada (Tabela 4).

O incremento na producgéo de leite (P = 0,03), sesimaoiltaneo
aumento no consumo diario de matéria seca (P>0,0f&)moveu
tendéncia de melhoria na eficiéncia alimentar m#adcom soja tostada
(Tabela 3). Nao houve efeito da tostagem da sojeeonde nitrogénio
ureico no leite (Tabelas 3 e 4), sugerindo queriag& na forma da soja
integral ndo afetou, significativamente, a dispoididde ruminal de
nitrogénio e, provavelmente, a absorcdo de proteiatabolizavel de
origem microbiana. No entanto, ressalte-se que dédaudéncia (P=
0,08) de reducédo na relacdo alantoina/creatininaat@mento com soja
tostada. Isto pode ser parcialmente atribuido aomeuantidade de
proteina degradavel disponivel para 0s microrgasésmo ramen,
consequéncia da tostagem do gréo de soja. Diferenflaxo de proteina
metabolizavel de origem enddgena, também, foi pguoeavel, ja que o
consumo diario de matéria seca foi similar ens@tmentos.

Ndo houve diferenca (P>0,05) entre tratamentos tquan
digestibilidade da matéria seca, da matéria orgamida FDN (Tabela 5),
bem como sobre as atividades de mastigacgao, imgestdminacdo das
vacas (Tabela 6). Como nado foram verificadas difgae nas
digestibilidades, acrescenta-se um indicativo de guquantidade de
nitrogénio disponivel no riumen teve pequeno efeito crescimento
microbiano, ja que, a maior disponibilidade de agénio para os
microorganismos no riumen relaciona-se ao aumenttigestibilidade da
matéria organica (HUHTANEN; RINNE; NOUSIAINEN, 2009
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Tabela 5 Digestibilidade aparente de nutrientestrato digestivo total de
vacas Holandés alimentadas com dietas contendocBagae Soja

tostadaExperimento 2

Soja cru. Soja Tostad EPM! P Traf
%
DMS? 71,2 69,1 0,8¢ 0,1C
DMO* 74.( 72,2 0,7¢ 0,1C
DFDN® 53,7 53,( 1,77 0,7¢
DMONFDN? 86,¢ 84,7 0,65 0,0¢

'‘EPM = Erro padrdo da médiBMS = Digestibilidade da matéria se@MO
Digestibilidade da matéria organicRFDN = Digestibilidade da FDNNDMONFDN
Digestibilidade da matéria organica ndo-FDN

Tabela 6 Atividade mastigatoria de vacas Holand@&seatadas com

dietas contendo Soja crua e Soja tosteaperimento 2

Soja crua Soja Tostada EPM P Trat
min/dia
Ruminacéo 397 400 15,9 0,87
Ingestao 240 227 10,0 0,36
Mastigacad 637 627 19,1 0,73
min/kg de matéria seca consumida
Ruminacéo 18,3 18,6 0,75 0,79
Ingestéo 11,0 10,6 0,46 0,51
Mastigagad 29,3 29,2 0,92 0,92

'EPM=Erro padrdo das médiasP Trat = Probabilidade para o efeito de
tratamentdMastigacdo=Ruminacéo + Ingestéo

No ensaio de degradabilidade rumimasitu verificou-se maior (P
= 0,01) da porcentagem da fracdo instantaneamegedivel na soja
integral crua comparada a soja submetida a tostaDenforma oposta
verificou-se aumento da fracdo B em razdo do tratémntérmico P <

0.01) com uma diminuicdo numérica na taxa de degéul(kd) da fragédo
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B e ndo houve diferenca significativa (P = 0,63)fregdo C entre os
tratamentos (Tabela 7), indicando que o procesdosiagem foi efetivo
em reduzir a degradacdo ruminal da proteina senerama fracao

indigestivel.

Tabela 7 Cinética de degradagdo ruminal da protbimga na soja

integral crua e na soja tosta@asaio de degradabilidade

Soja Crua Soja Tostada EPM P Trat
% da PB
Fracéo A 20,9 15,4 1,3 0,01
Fracéo B 74,8 81,0 1,0 0,01
Fracédo € 43 3,6 1,0 0,63
%/hora
kd de B 3,82 2,75 0,45 0,17

'EPM = Erro padrdo da médié? Trat = Probabilidade para o efeito de tratamento.
®Fracdo A = instantaneamente degradd¥ehcao B = lentamente degradavetacéo C

= indigestivel.’Taxa fracional de degradacdo da Fracdo B, coder0,89 para a soja
crua e de 0,91 para soja tostada.

O aquecimento de carboidratos em presenca de aridonegpode
resultar em uma ligacdo entre ambos (Martins; JONIGEOEKEL,
2001), ao aquecer farelo de soja por duas hora®&@. Verificou-se
uma diminuicdo na solubilidade do nitrogénio coragda ao farelo de
soja nao aquecido (KUNG; HUBER, 1983). Realizangaliacéo in
vitro, Faldet, Son e Satter (1992) observaram reducaddaxa de
degradacao da proteina da soja tostada compam@dacrga. A resposta
positiva ao tratamento com soja tostada, verificadas dois
experimentos, deve ter sido determinada pelo maiporte de

aminoacidos metabolizaveis, oriundo da soja nestarmento, sugerindo
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que o fluxo de aminoacidos metabolizaveis estavalcsdimitante ao

desempenho no tratamento soja crua.

4 CONCLUSOES

O ensaio de degradabilidantesitu demonstrou que o processo de
tostagem foi efetivo em reduzir a degradacao ruhtiagroteina de soja,
sendo verificada uma menor fracdo instantaneameldgradavel,
aumento da fracdo B e nenhum efeito na fracdo estiel da proteina
com uso do tratamento térmico.

A substituicdo de soja crua por soja tostada nads wiveis de
inclusdo dietéticos testados resultou em ganhoadupdo de leite, sem
afetar o consumo e a composicao do leite, indicap@oprocessamento
térmico foi efetivo na indugdo de aumento no flu® aminoacidos

metabolizaveis de soja para o animal.
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ABSTRACT

In two experiments conducted in cross-over treatrdesign, the
productive performance of Holstein dairy cows, réog corn silage as
the only forage in the diet, was used as a bioassasder to evaluate the
heat treatment of Alfa Nutrisoja (Cooperalfa, ClapeSC ), a whole
toasted soybean . In experiment 1, we used 22 tenwwith 3.7 % of the
dry matter diet of raw or toasted whole soybeanspl&ting raw for
toasted soybean increased milk production from 36.81.9 kg/day
(P=0.03), total solids secretionB<£0.04) and lactoseé”(= 0.01), with no
effect on the milk urea nitrogen (MUN) or dry mattatake (DMI). In
experiment 2, sixteen cows tested substitutiorogbsan sources in 11%
of diet DM. The toasted soybean diet promoted ewed milk production
(+1.1 kg/day; P= 0.05) and lactose (+0.06 kg/dRy= 0.03) with
reduction in the concentration of plasma gluco8e4(mg/dL;P = 0.01).
There was no effect from toasting on the digestybibf dry matter,
organic matter and neutral detergent fiber, as wasllin the ingestive
pattern of the animals. The content of MUN also wad affected,
observing a tendency (P=0.08) of reducing the @iarcreatinine ratio in
urine using thermally processed soy. In thesitu soy protein sources
degradability essay, we verified the reduction led A fraction of total
protein (P<0.01) and an increased in the B frac{®r<0.01) due to the
toasting, with no significant difference (P= 0.68) the indigestible
fraction. The replacement of raw for toasted sogtetaboth tested levels
of diet inclusion increased milk production withoaffecting intake or
milk composition, demonstrating that the heat tresit was effective in
inducing an increase in the flow of metabolizaldgb®an amino acids to
the animal.

Keywords: Whole soybeans. Toasted soybeans. Rurmoerdegradable
protein.



86

REFERENCIAS

AMERICAN OIL CHEMISTS SOCIETY Official methods and
recommended practices of the American oil ChemistSociety 4" ed.
Champaign, 1989. 2 v.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS.Official
methods of analysiof the Association of Official Analytical
Chemists 15" ed. Arlington, 1990. v. 1, 1094 p.

BERNARD, J. K. Effect of raw or roasted whole sogbg on

digestibility of dietary nutrients on milk produeti of lactating dairy
cows.Journal of Dairy Science Champaign, v. 73, n. 12, p. 3231-3236,
Dec. 1990.

CHEN, X. B.; GOMES, M. JEstimation of microbial protein supply
to sheep and cattle based on urinary excretion ofysine derivates: an
overview of the technical details: internationadeesources unit.
Bucksburn: Rowett Research Institute, 1995. 21 p.

DANFAER, A. Nutrient metabolism and utilization tine liver.
Livestock Production ScienceAmsterdam, v. 39, n. 1, p. 115-127, June
1994.

DLKJ, H. J. et al. Extruded versus raw ground sayisefor dairy cows in
early lactationJournal of Dairy Science Champaign, v. 66, n. 12, p.
2521-2525, Dec. 1983.

DOEPEL, L.; LAPIERRE, H. Changes in production amammary
metabolism of dairy cows in response to essentidlreonessential amino
acid infusionsJournal of Dairy Science Champaign, v. 93, n. 7, p.
3264-3274, July 2010.



87

FALDET, M. A. et al. Chemicaln vitro, andin situ evaluation of heat-
treated soybean proteirkurnal of Dairy Science Champaign, v. 74, n.
8, p. 2548-2554, Aug. 1991.

FALDET, M. A.; SATTER, L. D. Feeding heat-treatadl ffat soybeans
to cows in early lactatiolournal of Dairy Science Champaign, v. 74,
n. 9, p. 3047-3054, Sept. 1991.

FALDET, M. A.; SON, Y. S.; SATTER, L. D. Chemicaih vitro, and in
vivo evaluation of soybean heat-treated by varfmmesessing methods.
Journal of Dairy Science Champaign, v. 75, n. 3, p. 789-795, Mar.
1992.

HSU, J. T.; SATTER, L. D. Procedures for measuthmgquality of heat
treated soybeangournal of Dairy Science Champaign, v. 78, n. 6, p.
1353-1361, June 1995.

HUHTANEN, P.; RINNE, M.; NOUSIAINEN, J. A meta-angais of feed
digestion in dairy cows: 2., the effects of feedienel and diet
composition on digestibilityJournal of Dairy Science Champaign, v.
92, n. 10, p. 5031-5042, Oct. 2009.

KUNG, L. J.; HUBER, J. T. Performance of high proohg cows in early
lactation fed protein of varying amounts, sourees] degradability.
Journal of Dairy Science Champaign, v. 66, n. 2, p. 227-234, Feb. 1983.

LEMOSQUET, S. et al. Whole-body glucose metabolsd mammary
energetic nutrient metabolism in lactating dairwsaoeceiving digestive
infusions of casein and propionic acidurnal of Dairy Science
Champaign, v. 92, n. 12, p. 6068-6082, Dec. 2009.



88

MARTINS, S. I. F. S.; JONGEN, W. M. F.; BOEKEL, M. J. S. A
review of maillard reaction in food and implicat®to kinetic modeling.
Trends in Food Science & TechnologyCambridge, v. 11, n. 9/10, p.
364-373, Sept. 2001.

MIELKE, C. D.; SCHINGOETHE, D. J. Heat-treated segns for
lactating cowsJournal of Dairy Science Champaign, v. 64, n. 7, p.
1579-1585, July 1981.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL.Nutrient requirements of dairy
cattle. 7" ed. Washington: National Academy, 2001. 381 p.

RUEGSEGGER, G. J.; SCHULTZ, L. H. Response of ggiducing
dairy cows in early lactation to the feeding of taeaated whole
soybeansJournal of Dairy Science Champaign, v. 68, n. 12, p. 3272-
3279, Dec. 1985.

STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE.SAS/STAT 9.1
Cary, 2003. Software.

TREMBLAY, G. F.; BRODERICK, G. A.; ABRAMS, S. M. Hsnating
ruminal protein degradability of roasted soybeasiaginear infrared
reflectance spectroscopjournal of Dairy Science Champaign, v. 79,
n. 2, p. 276-282, Feb. 1996.

WHEELOCK, J. V.; ROOK, J. A. F. Lactose in the bdoand urine of
cows.Journal of Dairy Research Cambridge, v. 33, p. 37-42, 1966.

WILDMAN, E. E. et al. A dairy cow body condition@gng system and
its relationship to selected production charadiessJournal of Dairy
Science Champaign, v. 65, n. 3, p. 495-501, Mar. 1982.



89

ARTIGO 2  Methionine analog effect on performance,digestion, and
plasma amino acids of dairy cows fed soybean diets

Artigo normalizado de acordo com a norma para subnssédo do

Journal of Dairy Science



90

METHIONINE ANALOG EFFECT ON PERFORMANCE, DIGESTION,
AND PLASMA AMINO ACIDS OF DAIRY COWS FED SOYBEAN

DIETS

INTRODUCTION

The consideration of amino acidA) absorption and requirements for
fine tuning protein in lactating cow diets may irope cow performance, the
efficiency of dietary N utilization, and the fina®x of dairy farming. Nutritional
models used in practice estimate the disappeaneemtein and AA from the
intestinal lumen and assume a fixed efficiency @ato support metabolic
functions (NRC, 2001; Fox et al., 2004). Althoughthematics in such models
are known to not truly describe the complex biolof§yuminants (Hanigan et al,
2006), they have sufficient accuracy to be usectufidld conditions (Pacheco
et al., 2012). Model predictions suggest that Mehe first limiting AA for milk
protein synthesis in diets formulated with soybeasmshe main RUP source and
corn grain and forage, justifying, under this wiglesd dietary scenario, the

supplementation of dairy cows with Met sources.

The dietary supply of Met sources may increase mititein yield and
content, although response lacks consistency {a2@10; Robinson, 2010).

The magnitude and direction of the response dependfie N profile of the
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basal diet (Phipps et al., 2008), stage of laadtafffchwab et al., 1992), type of
product (Patton, 2010), synthetic capacity of tremmary gland (Burgos et al.,
2010), among other factors. The content of AA indol has been used to
evaluate the response to Met supplementation, utiderassumption that it
would represent AA availability to the mammary glatlowever, similarly to

cow performance responses, Met sources effectantdbAA content is variable

(Noftsger et al, 2005; St-Pierre and Sylvestre 52@rdway et al., 2009).

The methionine hydroxyl analog supplement, 2-hygtémethylthio)-
butanoic acidIMB), is a Met analog in which theamino group is substituted
with a hydroxyl group, and its production is legpensive than that of DL-Met
protected supplements. The possibility of HMB toabsource of Met to rumen
microbes and to tissues, including the mammary djlasm well documented
(Belasco, 1980; Lapierre et al., 2011). The isoprester of HMB HMBI ) has
been developed in an attempt to increase its ryprmaectiveness (Graulet et al.,
2005; Noftsger et al., 2005). After ingestion, HMBihydrolyzed to HMB and
isopropanol during and before absorption by theemmwall (McCollum et al.,
2000; Breves et al., 2010). Very few HMB or HMBi fisund in the omasal
digesta (Noftsger et al, 2005) and only HMB is fdun blood after HMBI
infusion into the rumen (Graulet et al., 2005).raction of the rumen released

HMB is oxidized to 2-keto-4-(methylthio) butanoiccid and further
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transaminated into L-Met (Dibner and Knight, 198#) incorporation in

microbial protein (Belasco, 1980).

The isopropanol released during the hydrolytic vge of HMBI is
rapidly absorbed by the rumen wall for oxidatiorat®tone by the liver (Graulet
et al.,, 2005). Acetone may recycle to the rumen &négain reduced to
isopropanol (Bruss and Lopez, 2000). The alcohagt afeect microbial cell wall
fluidity and transport of metabolites (Hui and Rert 1973). Isopropanol had a
concentration dependent negative impact on metpapduction in anaerobic
bioreactors (Ince et al., 2011). HMBi may affectmen microbes by a

mechanism mediated by its alcohol metabolite.

Gil et al. (1973) demonstrated with mixed populagi@f rumen bacteria,
urea as N source, and glucose or cellulose asratésthat HMB or DL-Met
addition can accelerate bacterial N incorporatiod aubstrate digestion rate.
Ruminal bacteria generally grow faster upon additid AA and hence more
efficiently, because of a diluted maintenance nemment (Van Kessel and
Russell, 1996; Kajikawa et al., 2002). Rumen mi@bgrowth and efficiency is
improved by the supply of various AA, however, sof#e inhibit the synthesis
of others, and the inhibitory effect of one AA cée prevented by the
supplementation of another AA (Kajikawa et al., 200Supplying AA to the

rumen is a complex matter, in spite of being al ¥éature of ruminant nutrition.
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Phipps et al. (2008) evaluated the supplementatiatiets varying in CP
content (14.7%s. 16.9%) with HMBI. The high CP diet was formulategthe
inclusion of formaldehyde-treated soybean mealrapéseed meal, at the same
content of forages and corn grain as the low CP Hi®IBi decreased milk and
all solids yield when added to the low CP diet, imateased milk protein yield
when added to the high CP diet. The supplementaifoMet analogs may

interact with dietary CP, presumably when RDP lingitdiets are formulated.

Two experiments were conducted to evaluate the HMPplementation
of soybean based diets. Experiment 1 evaluatedebgonse when the Met
analog was added to diets differing in the propartof RDP and RUP from
soybeans, but capable of having similar microbiafldlv synthesized under
marginal RDP supply. We hypothesized that the tiariain diet RDP content
would determine the effect of HMBi on rumen funatiavhile the variation in
RUP would be a strategy to evaluate the respondertincreased flow of MP
from soybeans. Experiment 2 was a controlled omfaxperiment to evaluate
the supplementation of HMBIi under the usual fielthdition of excess CP
supply in relation to cow requirement. Our goal was obtain in vivo
information under differing diet CP strategies t@leate rumen function as a

mechanism on the response in plasma AA and cownpeaihce to HMBI.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental procedures were approved by the Federaersity of

Lavras Bioethic Committee in Utilization of AnimgBrotocol 040/2010).

Experiment 1

Twenty Holstein cows (10041 DIM, eight primiparduermed five
groups based on parity and milk yield. Within augpcows were randomly
assigned to a sequence of four treatments, in cmmtly run 4 x 4 Latin
Squares, with 21-day periods, 14 d of adaptatiod, lzalanced for carry-over
effects. Treatments were formed by a 2 x 2 fadt@ieangement of coarsely
ground raw or heated whole soybeans (Alfa Nutrisof@aooperativa
Agroindustrial Alfa, Chapec6, Brazil) and HMBi (Me&mart. Adisseo Inc.,
Antony, France). Heated and raw soybeans origintited the same batch of
seeds. The Protein Dispersibility Index (PDI) of tieated soybeans was 10.5%
of the CP. The HMBI was orally given to each cowcavper day, at a daily

dosage of 30 g.

Diet formulation was based on NRC (2001) recommtonsa (Table 1).
The goal was to achieve zero N balance in the rufbethe heated soybeans
diet, while approaching 6% ether extra@&E] in diet DM. The complete
substitution of heated by raw soybeans would resutlecreased flow to the

intestine of AA from soybeans RUP and a more pasiRDP balance. HMBI
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supplementation would occur in diets theoreticatliffering in intestinal
absorption of AA and ruminal RDP supply from soyieabut similar in MP

supply from rumen bacteria.

Cows were individually fed in sand bedded tie stallhe TMRs were
mixed in a stationary mixer (Unimix 1200. Casaleutpamentos Ltda, S&o
Carlos, Brazil) and offered twice per day, appradefy at 6 a.m. and 2 p.m.
Feed ingredients and refusals per cow were samgély and composite
samples formed and analyzed per period. Corn sdaderefusals were dried in
a forced air oven at 86 for 72 h and ground through a 1 mm mesh screlea. T
DM content was determined by drying at d©0for 24 h and CP by micro-
Kjeldahl analysis (AOAC, 1990). The EE was analyzedording to AOAC
(1990) after hydrolysis with hydrochloric acid. Astvas analyzed by
incineration at 55 for 8 h. The NDF was analyzed using a TE—149rfibe
analyzer (TECNAL Equipamentos para Laboratériosgditaba, Brazil) based
on the procedure of Van Soest et al. (1991) witlylase and sodium sulfide.
The nutrient composition of the offered TMR (Talewas calculated from the
feeds composition (Table 2) and the total amount¢aufh feed DM consumed
along the experiment, calculated assuming thaingredient composition of the
refusal was the same as the offered TMR, on a DNisbalhe nutrient
composition of the consumed diet considered theiemitcomposition of the

refusal from each cow and was calculated for eggdtrhent by the ratio of total
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nutrient intake to total DMI. A nutrient selectiomdex was created based on the
procedure of Leonardi et al. (2005yalues below 100% indicate selective
refusals, above 100% is preferential consumptiom equal to 100% is no

nutrient selection.

Cows were milked three times per day, starting:3® 4.m., 12:30 p.m.,
and 8 p.m. Milk sampling started on thé"Iay of the period. Solids and MUN
content of nine consecutive milk samples were nreasu(Laboratério
Centralizado da Associagdo Paranaense de CriadfereBovinos da Raca
Holandesa, Curitiba, Brazil) by infrared analysBeifftley 2000. Bentley
Instruments Inc., Chaska, MN). Milk energy secmet{dilk E, Mcal/d) was:
[(0.0929 x %fat) + (0.0547 x % protein) + (0.0398/xlactose)] x kg of milk
(NRC, 2001). After the morning milking, BW was debtined on days 19 and

20, and BCS was evaluated, both to describe expatahunits.

Total tract apparent digestibility of DM, OM, NDEnd non-NDF OM
was determined on days 18 to 20 by total collectibfeces by trained personal
concurrently to defecation. The fecal output wakected and weighted during
three 8-hour sampling periods, by delaying the sextpling period by 8 h, in
order to not induce major disturbance to the arspedthough representing a 24-
hour period. Fecal aliquots (equal fresh weightd)asere immediately frozen

along the collection period and a composite sampds formed. The total
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urinary output was collected simultaneously to fexampling to estimate the
relative rumen microbial synthesis based on pudegvate excretion. A 10%
sulfuric acid solution was immediately added to thime samples (1:9), before
refrigeration at 4°C. Composite urine samples wdiheted 1:3 with distilled

water and frozen at -20°C. Allantoin was analyzediraYoung and Conway
(1942) and creatinine and uric acid by laboratoitg KDoles Reagentes e

Equipamentos para Laboratérios Ltda, Goiania, Brazi

Blood samples from the coccygeal vessels were mddaon day 21 to
determine plasma urea-RUN). Samples were obtained immediately before the
first daily feeding and 1, 2, 3, 6, 9, 12, 15, 48d 21 h after feeding. The blood,
collected with EDTA, was immediately refrigerateéntrifuged at 1,000 x g for
15 min, and the plasma was frozen at -20°C. The RONMent was analyzed
with a laboratory kit (Labtest Diagnostica SA, Lag8&anta, Brazil). Equal
volume aliquots of each plasma sample formed dailyposites per cow. The
AA content of composite samples was analyzed byersal phase HPLC
separation and UV detection at 254 nm in a comraklaboratory (Laboratério
Cean, Santa Maria, Brazil). Plasma glucose coniténth post-feeding was
analyzed with a laboratory kit (Doles Reagentes @quifiamentos para

Laboratérios Ltda, Goiania, Brazil).
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Experiment 2

A final data set of 234 Holstein cows (96 primipssoand 138
multiparous) was generated from an initial sampl@33 cows paired blocked
based on parity and milk yield. Usage of data flaoeow was based on having
reliable laboratorial values, on its presence durthe entire experimental
period, and on the availability of data for all mmeeed variables. Milk yield
during three consecutive days was used for blockimg) as a covariate in the
statistical model. Within parity, cows in a bloclere split to two free stall
barns. One barn of primiparous and one of multipaicmws were supplemented
with HMBi (MetaSmart, 35 g/d) and the other twoeattis Control. Barns were
fed the same batch of TMR three times per day. siipplied amount of HMBI
was adjusted daily based on group size and waslregsed and mixed to the
first daily meal (50% of daily offer) simultaneoysio feed delivery, by four
members of the research team housed at the farmgdiire experiment. The
experimental TMR was the only feed available. Treaits were offered for 28

d and the response was evaluated on days 24 to 28.

The composition of the formulated diet was defibgdhe farm. The diet
contained (% of DM): 38.8% corn silage, 5% greeopchiifton, 10.4% soybean
meal, 8.6% heated soybeans (Alfa Nutrisoja), 16m8&ture ground corn, 8.6%

citrus pulp, 4.7% whole cottonseed, 3.6% corn gldezd, and 3.5% minerals,
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vitamins, and additives (Megalac, sodium bicarbenditve yeast, Mycofix,

sugarcane molasses, selenized yeast). In ordexcestain that diet composition
and availability was not a factor on the respomsel¥MBI, samples from each
batch of TMR (3/d) were obtained at five locatimighe feed bunk of all barns
on days 24 to 28. A composite barn sample was fonpee day and frozen until
analysis of DM, CP, and NDF, as previously desctilign days 25 to 29, daily
feed refusals were weighted and sampled for asaly$ie DMI of the barn was
calculated, as well as the quantity of feed refasad proportion of the offered

TMR.

Similarity of cows across treatments was ascentbinethe evaluation of
BCS and by taping the girth perimeter by four inslegent appraisers.
Individual cow milk yield was measured on days @48, and the contents of
solids, MUN, and CCS analyzed by infrared on samplatained on day 26. A
spot urine sample from each cow was randomly obthimithin days 24 to 28
for analysis of allantoin and creatinine. The umnjnallantoin to creatinine ratio
was assumed to be descriptive of the relative rumaorobial vyield.
Simultaneously to urine sampling, a blood samples wétained from the
coccygeal vessels for the analysis of PUN and Aam@e processing and

laboratory methods were the same as previouslyitdesc
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Statistical Analysis

All data was analyzed using PROC MIXED of SAS (SAStitute, 2003).
A P<0.05 was interpreted as statistically significai®<0.10 as a trend, and a

P<0.15 as a weak trend.

Experiment 1. The model for variables obtained once during each
experimental period had the random effect of cown(20) and the fixed effects
of period (1 to 4), soybean (Rax. Heated), methionine (Mefs. Control), and
the interaction of soybean and methionine. Forvidméable obtained over time
(PUN), to the previous model was added the effetsampling time (1 to 10)
and its two and three term interactions with soybead methionine. The
interaction of cow, period, soybean and methionias defined as random.
Covariance structures evaluated were Simple, Fisfler Autoregressive,
Unstructured, and Compound Symmetry. The best @nwee structure was

defined by the Schwarz’'s Bayesian Criterion.

Experiment 2.The response in milk yield used a model contairihey
continuous covariate effect (milk yield before treants allocation), the random
effect of block, and the fixed effect of methionifilet vs. Control). For
variables measured once, a similar model was usmadywithout the covariate
term. Data on DMI and diet composition used thenlze the experimental unit

(n=2/treatment) and were analyzed as repeated mesasuer time. The model
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contained the fixed effects of methionine, samploy (1 to 5), and the
interaction of methionine and sampling day. Barste@ within methionine was
defined as random. Covariance structures evaluatee the same as in

Experiment 1.

RESULTS

Experiment 1

Heated and raw soybeans had similar CP and EE rdpmtiéhough NDF
differed by 7.7% of DM (Table 2). The preferenti@mnhsumption of CP and EE
and the selective refusal of NDF increased the @Rent of the consumed diet
to 15.8% of DM, a 0.5% of DM increase comparedh® offered TMR (Table
1). Selective sorting in favor of N was not avoidgdoffering a TMR to allow
for 15% refusal (Table 1), and diets that were exatessively dry (56.5+£0.16%

DM on an as fed basis).

As the ingredient composition of feed refusals ¢ measurable, model
simulation of the diets (Tables 3 and 4) used tiake of analyzed ingredients
(Table 2) in the offered TMR (Table 1) and cow @%®e to the treatments
(Table 5). The NRC (2001) and CNCPS (AMTS v.3.&6rtland, NY) models
estimated that the replacement of heated for ralesms increased diets RUP
as % of CP by 3.3% units (Table 3) and by 6.6%sufiiable 4), respectively.

Rumen RDP balance of the heated soybeans dietslighly negative based on
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NRC (2001) (Table 3), although bacterial MP flowswngimilar (1293 g/d for
raw vs. 1292 g/d for heated soybeans). Based on CNCP& wes no ruminal
limitation of NH; and peptides in any diet (Table 4). The predidtead of MP
increased 122 g/d based on NRC (2001) and 267agedoon CNCPS (Tables 3

and 4) when heated substituted raw soybeans.

Based on NRC (2001), raw soybeans without HMBi fiad5.70% Lys
in MP and 1.88% Met in MP (3.57:1), and heated sayls 6.58% and 1.84%
(3.58:1) (Table 3). CNCPS estimates for raw soybeagre 6.66% Lys in MP
and 2.14% Met in MP (3.11:1), and for heated soybe®.62% and 2.07%
(3.19:1) (Table 4). Revised NRC recommendationsriaximum milk protein
content are 6.83% Lys and 2.28% Met in MP (3.00ah)] for protein yield
7.14% and 2.37% (3.01:1), while recommendationedasn AMTS v.3.3.4 are
6.97% Lys and 2.53% Met in MP (2.75:1) for protemntent and 6.93% and
2.34% (2.96:1) for protein yield (Whitehouse ef 2D13). The contents of Lys
and Met in MP were below recommended levels, butewsmilar for diets

varying in soybean source (Tables 3 and 4).

The NRC (2001) estimated that HMBi resulted in Mst in MP of
3.10:1 for raw and 3.13:1 for heated soybeans €ra)l Similar CNCPS
estimates were 2.73:1 and 2.84:1, respectivelyléT&b The Met content in MP

based on NRC (2001) was 2.16% for raw and 2.08%éated soybeans, and
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based on CNCPS they were 2.43% and 2.32%, resplctiVables 3 and 4),
around the recommendations of Whitehouse et all3ROHMBIi decreased
Lys/Met in MP, but had no impact on the predictémvf of digestible AA,

except for Met.

The replacement of raw for heated soybeans inaleasi yield from
34.6 to 37.8 kg/dR<0.01), as well as the daily yields of fat, protéactose, and
total solids (Table 5). Milk E and feed, N, and rgyeefficiencies also showed
positive responses to heated soybe®&s®.01). The supplementation of HMBI
did not improve cow performance. Milk E/DMI tendéal be increased when
HMBi was added to raw soybeans, but reduced wheved added to heated

soybeansK=0.10 for the interaction of soybean and methionine

Raw soybeans increased MUNP=0.04) and PUN F<0.01) content
(Table 5). The HMBi decreased PUN in both di€®s(Q.05), without affecting
MUN (P=0.43). The decrease in PUN induced by HMBi antiégted soybeans
was consistent along the day, although there waar&ed sampling time effect

upon the variable (Figure 1).

The various measures of the relative rumen mictoliald were
decreased by HMBIR<0.04), and soybeans had no detectable effeed.(6)
(Table 6). There was no evidence for treatmentceffen total tract apparent

digestibility of nutrients P>0.33) and on plasma glucose conteRtQ.55)
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(Table 7). Energy intake, estimated as Digestibid Mtake (DOMI), was

similar across treatment8x%0.52).

Heated soybeans increased plasma Met conkerii.5) and tended to
increase the contents of S&=0.14) and CysR=0.15) (Table 1). Met was the
only AA showing statistical increase in plasma @ntcation in response to
increased RUP supply from soybeans. Heated soylieareased plasma Met
content without changing plasma Ly8=0.46), reducing Lys/Met from 4.08:1
to 3.76:1. Plasma Cys content was decreased by H{#B0.02), but no
response was detected in Met contdPt((55) (Table 1). The interaction of
soybean and methionine hBdsalues of 0.10 for Leu, 0.12 for Val, 0.14 for lle,
and 0.07 for lletLeu+Val (Table 1). The contentptsma branched chain
amino acids tended to decrease when HMBi supplerddrmgated soybeans, and

the opposite effect occurred when HMBI supplemendgdsoybeans.
Experiment 2

Feed availability and diet composition did not detiee the response to
treatments for the on-farm experiment. There wadlaiity across treatments on
feed availability and DMI, as well as for the arrdg composition of the offered
TMR, feed refusals, and the consumed diet (Tabl&2 CP content of the diet
was around 17% of DM, supposedly excessive inioglab cow requirement.
Soybean protein was the major RUP source and héagarg CP density was not

achieved by the inclusion of NPN. Daily variatiorasvobserved for some
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parameters describing the feed management (Tableojever, there was no

indication of a treatment by day interaction.

The supplementation of HMBi increased milk protgield (+47 g/d,
P=0.05) and content (+0.119%=0.03) (Table 3). The contents of lactose
(+0.06%,P=0.12) and total solids (+0.21%=0.11) also tended to respond to
HMBI. Average DIM, SCC, cow size, and BCS were &m{P>0.21), showing
that the blocking procedure was efficient for thehiavement of cow

homogeneity across treatments.

A single blood sampling of a large number of cowaswcapable of
detecting a reduction in PUN in response to HMBi({.02) (Table 4). Similarly
to Experiment 1, no detectable response in MUN etz®rved, although MUN

content was numerically lower for HMBP£0.20).

In contrast to Experiment 1, HMBi increased thenary allantoin to
creatinine ratio P=0.03) (Table 4). Increased ruminal microbial yields
associated to a positive effect of HMBIi on the plascontent of 10 AA at
P<0.04, two aP<0.07, and three &<0.13 (Table 5). The plasma concentration
of Cys P=0.60) and Lys F=0.18) experienced only numerical increases in
response to HMBI. The plasma content of total AAsvirecreased by 10.4% of
Control (<0.01). The proportional increase in plasma Met wes highest

among the AA evaluated, approaching 30.8% of Cantro
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DISCUSSION

The goal of obtaining diets with low, but sufficielRDP content was
achieved in Experiment 1. The replacement of hebyethw soybeans did not
determine rumen microbial yield or diet digestiyiland increased PUN and
MUN, as expected. Raw soybeans seemingly incressgdeans RDP in the
diet, while heated soybeans increased predicteldesmg RUP and total dietary
AA absorption. Based on the similarities in dietgmsition, plasma glucose
content, and DOMI, it is not expected that the ¢geafrom heated to raw
soybeans hormonally mediated the capacity of themmmary gland to synthesize
protein (Burgos et al., 2010), suggesting thatttneat responses were driven by

the difference in diet CP profile, at similar Chhdigy.

Substantial increases in the yields of milk anddsoand in milk lactose
content were elicited by heated soybeans in Exparimi. The proportional
increase in the daily yields of lactose (+10.6%0 &t (+9.7%) exceeded the
increase in milk protein yield (+7.5%). Cows fedatedl soybeans also had
greater feed, N, and energy efficiencies than tliedeaw soybeans (Table 5).
As there was no detectable gain in DOMI, the ingeeim total AA absorption
may have increased glucose availability for lactesathesis, a generally
accepted mechanism in the regulation of milk samme(Schingoethe, 1996).
Increased gluconeogenesis from non-essential AM@sguet et al., 2009) and

the use by the mammary gland of energy sourcesattee to glucose (Doepel
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and Lapierre, 2010) in response to increased MR ftom heated soybeans is
consistent with the increase in lactose secretainsimilar plasma glucose

content.

Plasma AA concentration did not increase in respoosieated soybeans,
except Met. It suggests that greater usage of AAnfdk protein synthesis
drained plasma AA in CP limiting diets, maintainipasma AA concentration
constant, even with increased AA absorption frora thet. Other nutrient,
probably glucose availability, may have been thanary driver of milk
synthesis. Absorbed essential AA apparently supddtie increased demand for
AA of the mammary gland. Theoretical CNCPS estimabté the flows of
absorbed essential AA as a proportion of the requéint were similar for raw
and heated soybeans (Table 4). The capabilityenfltét to increase milk lactose
secretion apparently explained the response iryitdd of milk and solids to

increased soybean MP.

The increase in plasma Met concentration in resptm$ieated soybeans
was not anticipated. Soybean protein does not lgasater Met content than
rumen microbial protein (NRC, 2001), suggestingt tie increase in plasma
Met was not diet derived. Plasma Met accumulatiecrebsed Lys/Met in
plasma and was followed by small increases in @ybk %er content. Although
the increases in plasma Ser and Cys were not siggpby strong statistical

evidence, the metabolic linkage among these AA asigghat the response was
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biologically meaningful. Transsulfuration resultstiansfer of the sulfur of Met
to serine to form Cys (Rao et al., 1990). The tuemoof body protein and
peptide releases free Met and Cys into the bodysp(&tipanuk, 2004). The
acute increase in milk yield elicited by heatedtsm@ans, a known feature of
increased essential AA supply (Doepel and Lapie2d,0), probably induced
body tissue mobilization to meet an increased entrilemand. Apparently, BW
and BCS were insensitive measures of subtle skonh tchanges in body
reserves, understandably in a reversal design iexget. The concept of Met as
the first limiting AA may be dually interpreted leson the data of Experiment
1. Since plasma Met accumulation was positivelgtesl to cow performance, it
could be argued that the increase in plasma Metenbrwas the result of
excessive Met availability in relation to other Aér, on contrary, it was the
increase in plasma Met that enhanced Met avaitghii the mammary gland,

contributing to the gain in milk synthesis.

The HMBI supplement did not determine cow perforosaim Experiment
1. Under limited dietary CP supply, decreasing Met/in MP with HMBI had
no major impact on milk secretion. There was ndtignificant soybean by
methionine interaction, suggesting that reducing/Met in MP, at the dietary
CP profile of Experiment 1, did not change the oesg to the Met analog.
Addition of HMBi to both soybean diets reduced runmaicrobial yield and

induced no response in plasma AA content, excep ftecrease in plasma Cys.
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Noftsger et al. (2005) detected a decrease in plabau in response to HMBI
feeding. The sulfur from either Met or Cys endshaing oxidized via the Cys
catabolic pathways to the end products sulfatetandne, when sulfur amino
acids are in excess, the enzymes involved in tteiabolism are upregulated
(Stipanuk, 2004). The decrease in Cys suggestsMbaflow may have been
reduced in response to HMBI, probably because ofedesed absorption of
bacterial MP. As DOMI was similar across treatmefftable 7), decreased
rumen microbial yield in response to HMBi may hdween the result of a
reduction in the efficiency of microbial growth, aaggested by the ratio of

urinary purine derivatives excretion over DOMI (T&b).

However, in Experiment 2, the on-farm addition d¥IBi to a 17% CP
diet increased milk protein yield and content ahe plasma concentration of
various AA, particularly Met, plausibly as the rksof increased rumen
microbial yield. Increased flow of AA in response MBI may also be the
effect of a greater proportion of ruminal carboingeused for the synthesis of
AA rather than to generate VFA, then more dietargfgrmed AA would be
available to the cow (Fowler, 2009). There was majariation between
experiments for the plasma content of each AA (@8 and 12). It is unknown
whether this variation was the result of the ddfdr nature of the plasma
samples (composite of 10 daily bleedings or oneeditey within a 5-day

interval) or an animal/diet effect, but it suggeitat plasma AA analysis has
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little value as a nutritional tool in dairy herdehe magnitude of the positive
response in milk protein secretion to HMBI paratkthe response to protected
DL-Met supplements (Patton, 2010). The divergingpanse to HMBI feeding

in Experiments 1 and 2 was apparently rumen metliate

It is assumed that around 50% of the consumed HNgRionverted to
HMB in the rumen (Graulet et al., 2005; Noftsgerakt 2005) and 100%
generates isopropanol before or during absorpttmough the rumen wall
(Graulet et al, 2005; Breves et al., 2010). A facof HMB is aminated to L-
Met for incorporation into microbial protein (Betas 1980). The steps in the
synthesis of L-Met from DL-HMB involve the oxidatioto 2-keto-4-
(methylthio) butanoic acid, followed by transamioat (Dibner and Knight,
1984). Branched chain amino acid transferase, prase many bacteria, is
known to transaminate 2-keto-4-(methylthio) butanoacid into Met,
preferentially using lle, Leu, and Val as amino dlen(Sekowska et al., 2004).
Limitation in the ruminal availability of branchedhain AA could theoretically
limit Met synthesis from HMB, and consequentlybeneficial effect on rumen
function (Gil et al., 1973). This mechanism is ayslible explanation for the
trends of occurrence of an interaction betweensthean and the methionine
effects for the plasma contents of lle, Leu, antliN&xperiment 1. When RDP
supply was increased by raw soybeans, HMBi tendeithdrease the plasma

content of the branched chain AA, probably in resgoto slightly improved
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rumen microbial synthesis, but plasma branchedhchai content was reduced
when the analog was added to heated soybeansy lexptain this same pattern
of response for the soybean by methionine interaatin feed efficiency (Milk
E/DMI). When ruminal AA was limited by heated sogbs, the usage of
branched chain AA in transamination reactions maweh limited their
absorption. Supplementing dairy cows with a mixtafeHMBI, lle, Leu, and
Val may benefit rumen function more than the Metlag in pure form,
especially when N limiting diets are adopted, aljto this hypothesis requires

evaluation.

Also, when there is limitation in ruminal availdtylof AA, the positive
effect of Met on microbial growth and efficiency ynaot be as accentuated as
when AA supply is plenty. Kajikawa et al. (2002)sebved that a mixture of AA
was more effective in improving microbial growthdagfficiency than single
AA addition. The stimulatory effect of the combind@ on bacterial growth
declined when various AA, including Met, were remdvfrom the media,
implying that Met or Met precursors could stimulatécrobial growth under
high rumen AA availability. When AA supply is plgntthe negative impact of
one AA on another AA synthesis would also be corsp&d by the dietary
supply of the inhibited AA, and the inhibitory efteof one AA could be
prevented by the supply of another AA (Kajikawaakt 2002). In conjunction,

all these mechanisms may have been involved irpdisitive impact of HMBI
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on rumen microbial yield and plasma AA content ixp&iment 2, in which

excessive dietary CP supply was adopted by the. farm

Heated soybeans induced positive performance respgarExperiment 1,
while HMBI also elicited gain in performance in Expnent 2. The increase in
soybean MP supply induced by heated soybeans hbitstedaily yields of milk
and all solids, without changing total plasma AAntemt. Heated soybeans did
not have a major impact on the components defirmdakevper unit of milk, but
increased income per cow per day, as a resulta&ased milk sales. Under
current Brazilian condition (July, 2013), the mikeld response elicited by
heated soybeans (+2.2 kg/d) would increase incoemecpw by at least U$
1.30/d. In Experiment 2, increased flow of bacteki® in response to HMBI
increased plasma AA concentration and milk protentent (+0.11%) and yield
(+47 g/d), but had no effect on milk yield. Incomer cow would be increased
by at most U$ 0.20/d, as the result of a milk gropremium at this level of cow
production per day. If the regulatory mechanismdutating the differential
response to these feeding strategies were completelerstood, the financial

response to AA nutrition could be improved.

The HMBI supplement reduced rumen microbial yieldExperiment 1, in
which N limiting diets were formulated. When rumé&m® supply was not
plenty, subtle limitations in AA availability mayakie limited microbial growth.

The isopropanol generated during HMBI hydrolysisymecycle as acetone to
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the rumen, where it can be again reduced to isemap(Bruss and Lopez,
2000). The actual concentration of isopropanolumen fluid may be greater
than would be predicted from the daily molar intakédMBI, implying thatin
vitro experiments may not be sufficient models to ewvalisopropanol effects
on rumen microbial metabolism (Plank, 2011). Aldshcan affect microbial
cell wall fluidity and alter the transport of metdites (Hui and Barton, 1973),
which may limit AA incorporation into the cells, gigularly when AA supply is
scarce. Fowler (2009) observed increased accuronlafi free Met in the Met
pool when HMBIi was added to a continuous culturgtesy. Isopropanol also
reduced methanogenesis from acetate in anaeratriedgsitors by reducing the
transcript abundance of acetyl-CoA synthetase (#ica., 2011), suggestive of
a potentially toxic effect on rumen function. Theminal digestibility of NDF
and hemicellulose and the production of VFA werduced when HMBI
replaced DL-Metin vitro, although there was no change in OM digestibility
(Fowler, 2009). When rumen AA supply is plenty, theitation in AA uptake
by the bacteria may not be as damaging to rumectibmas when N limiting
diets are formulated, a plausible explanation & interaction between HMBI
supplementation and dietary CP content (Phippsl.et2808). Ruminal AA
availability may have modulated the difference iimen microbial yield in

response to HMBi in Experiments 1 and 2.
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A common feature of Experiments 1 and 2 was theedese in PUN in
response to HMBI. This may support the use of Mwl@gs as a strategy to
mitigate N excretion to the environment in rumiganThe possibility of
improving the reproductive efficiency of dairy cowy reducing PUN with
HMBi supplementation deserves evaluation. The caiere of DL-HMBI into
L-Met, both at the tissue and rumen level, invol#es incorporation of Nk
from transaminated AA, a plausible explanationtfa decreased PUN. A large
decrease in PUN content 1 h post feeding was obdewhen HMBI
supplemented raw soybeans (Figure 1), suggestiagHMBI also inhibited
ruminal protein deamination. This is in accordandth the findings of Fowler
(2009), in which HMBI reduced the concentration dliogv of NH:;N in rumen
fluid, increased the concentration of peptides, mtdeased the proportion of
microbial N originating from NEN. Results from that author suggest that
HMBI decreased deamination of feed AA or more lkigicreased the synthesis
of AA from carbon skeletons and NHReduction in MUN in response to HMBI
has been observed (St-Pierre and Sylvestre, 2@@5pugh this variable was

not as sensitive as PUN to the variation imposetaliets in our experiment.
CONCLUSIONS
The HMBI increased milk protein yield and contenthem it

supplemented a diet with excess CP content. WheM#t analog was added to

soybean-CP limiting diets, there was no detectable performance response,
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neither an interaction with diet CP profile. Undienited ruminal AA supply,
HMBI decreased rumen microbial yield, while it wasreased when HMBi was
added to a CP excessive diet. The response in glAgxrand cow performance

to HMBI was rumen mediated.
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Table 1. Composition of the offered TMR, of the consuméet,dand of the
refusals on treatments Raw Soybeans (R), Raw SogbeaMet
(RM), Heated Soybeans (H), and Heated Soybeanst+{Hd) (%

of DM). Experiment 1

R RM H HM
Offered TMF
Corn silage 38.5 38.5 38.4 38.4
Tifton hay 7.8 7.8 7.€ 7.€
Raw soybear 12.¢€ 12.¢€
Heated soybea 13.1 13.1
Soybean me 5.C 5.C 4.¢ 4.¢
Finely ground mature corn 24.2 24.2 24.1 24.1
Citrus pulp 8.3 8.3 8.2 8.2
Uree 0.4 0.4 0.4 0.4
Minerals, vitamins, buffe? 2.¢ 2.¢ 2.¢ 2.¢
CF 15.Z 15.Z 15.Z 15.2
NDF 34.7 34.7 35.7 35.7
Ether extrac 5.8 5.8 5.8 5.8
Ash 7.S 7.S 7.C 7.C
NFC 36.4 36.4 35.2 35.2
Refusa(Mean+SD, n=2(
CF 12.741.4 11.9 12.(x1.2 12.1+1.&
NDF 38.4+3.2 38.&45.C 39.(+ 39.743.€
Ether extrac 4.4+1.C 451.C 4.740.¢ 4.¢+0.€
Ash 8.2+1.1 8.E+1.t 8.6£1.2 8.7+1.2
NFC 36.543.€ 36.&5.2 35.7+3.€ 34.¢+3.€
Refusal, % of offered as f 16.2+2.« 16.3+2.! 15.6+2.¢ 16.2+2.t
Refusal, % of offered DI 14.4+2.c 14.742.% 14.0+2.: 14.2+2.:
Consumed dit
CF 15.€ 15.¢ 15.¢ 15.€
NDF 34.1 34.1 35.2 35.1
Ether extrac 6.C 6.C 6.C 6.C
Ash 7.8 7.8 7.6 7.6
NFC 36.¢ 36.2 35.2 35.C
Sorting
CF 102 104 10z 10z
NDF 98 98 98 98
Ether extrac 104 104 10z 10z
Ash 99 99 99 98
NFC 10C 10C 10C 10C

% of diet DM: 0.9 MgO, 0.9 sodium bicarbonate, 8at, 1.2 limestone, 0.3
minerals and vitamins (per kg): 200 g Ca; 156 §3°g S; 30 g Mg; 150 mg Co;
2,000 mg Cu; 200 mg I; 82 mg Se; 5,000 mg Mn; 10.,9@ Zn; 1,000 KUI vit.
A; 220 KUI vit. D; 6.2 KUI vit. E.’<100=selective refusals, >100=preferential
consumption, 100=no selection.
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Table 2 Composition of feed samples (MeantSD, n=4). Eixpent 1

DM CP___NDF___EE___ Ash
%fgfdas % of DM

Corn silage 346413 7.8+02 51'2211' 46402 5.9+0.3
Tifton hay 90.1+1.1 13'fﬂ' 74';_’10' 3.0405 7.8+0.1
Raw soybeans 88.311.1 40'§’i0' 26'§ﬂ' 17'5710' 5.6£0.3
Heated soybeans 89.7+1.2 39'210' 33'311' 18'7110' 5.84£0.3
Soybean meal 88.8:0.7 “0*0 199 36106 7.1305
Finely ground comn  86.6+1.0  7.6+0.3 12'2’11' 3.940.1 1.440.1
Citrus pulp 87.4+12 7002 24l 43102 7.0+01

6
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Table 3 Diet NRC (2001) estimates based on animal regpansl intake of
ingredients on treatments Raw Soybeans (R), Raweamgs + Met
(RM), Heated Soybeans (H), and Heated Soybeans t(NM).

Experiment 1

R RM H HM
MP allowable milk, kg/d 38.0 37.8 40.2 41.9
ME allowable milk, kg/d 459 453 455 47.7
RUP, % of CP 320 32.0 353 35.3
RDP balance, g/d 62 62 -44 -47
MP required, g/d 2206 2227 2307 2373
MP supplied, g/d 2348 2355 2413 2534
MP balance, g/d 141 121 106 155
MP - Bacterial, g/d 1294 1293 1267 1317
MP - RUP, g/d 943 944 1035 1095
MP - Endogenous, g/d 110 110 110 116
Lys, % of MP 6.70 6.67 6.58 6.55
Met', % of MP 1.88 216 1.84  2.08
Lys/Met 357 3.10 3.58 3.13
d Arg, g/d 115 115 116 121
d His, g/d 53 53 54 56
d lle, g/d 116 116 117 122
d Leu, g/d 205 205 209 218
d Lys, g/d 157 157 159 166
d Met', g/d 44 51 44 53
d Phe, g/d 117 117 118 124
d Thr, g/d 116 116 117 122
d Vval, g/d 128 128 130 136
Total d essential AA, g/d 1051 1058 1064 1118

'Assume that 30 g of MetaSmart would provide 6.6 ¢ Met.
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Table 4 Diet CNCPS (AMTS v.3.4.6) estimates based omahiesponse and
intake of ingredients on treatments Raw SoybeahsR&wv Soybeans
+ Met (RM), Heated Soybeans (H), and Heated SoybeaiMet
(HM). Experiment 1

R RM H HM

MP allowable milk, kg/ 35.7 35.¢ 40.& 42¢
ME allowable milk, kg/d 41.3 409 40.0 426
RUP, % of CP 37.3 376 435 445
Milk urea nitrogen, mg/dL 11.8 11.8 111 110
Rumen NH, % of required 171 171 146 145
Peptides, % of required 189 189 167 166
MP required, g/d 2292 2314 2412 2487
MP supplied, g/d 2338 2347 2541 2677
MP balance, g/d 46 32 129 190
MP - Bacterial, g/d 1213 1212 1223 1267
MP - RUP, g/d 1125 1134 1318 1410
Lys, % of MP 6.66 6.64 6.62 6.58
Met, % of MP 214 243 207 232
Lys/Met 3.11 273 319 284
MP Arg, g/d 153 153 164 172
MP His, g/d 62 62 67 70
MP lle, g/d 117 117 125 131
MP Leu, g/d 182 182 195 205
MP Lys, g/d 156 156 168 176
MP Met, g/d 50 57 53 62
MP Phe, g/d 117 117 122 128
MP Thr, g/d 111 111 118 124
MP Try, g/d 32 32 34 35
MP Val, g/d 126 126 135 142
Total MP essential AA, g/d 1106 1113 1181 1245
Arg, % of required 115 114 116 119
His, % of required 148 147 151 154
lle, % of required 118 117 119 121
Leu, % of required 112 111 114 116
Lys, % of required 129 128 132 135
Met, % of required 138 156 138 158
Phe, % of required 174 172 172 176
Thr, % of required 164 162 165 168
Try, % of required 136 135 135 168

Val, % of require 111 10¢ 11z 114




126

Table 5. Performance, milk (MUN) and plasma (PUN) urea-NJ amtake on
treatments Raw Soybeans (R), Raw Soybeans + Me),(Rkhated
Soybeans (H), and Heated Soybeans + Met (HM). Hxeert 1

R RM H HM SEM _PS' PM__PS*

kg/d

DMI 234 234 234 245 039 01501 0.7

Milk 345 348 375 380 050 <0.C 04 0091

Fat 1.039 1.0¢ 1.1 1.1€ 0.02f <0.C 04 0.43

Protein 0.994 1.01 1.07 1.0¢ 0016 <0.C 0.2 0.98

Lactose 1552 1.5¢ 1.71 17z 0.027 <0.C 0.7 0.91

Solids 3.878 3.9¢ 427 43( 0.06¢ <0.C 0E 081
S _ z G

Fat 3.02 310 3.11 3.06 0.052 0.64.7 0.24

Protein 289 291 285 287 0025 0.19F 0.96

Lactose 451 448 458 455 0.037 0.094 0.98

Solids 1126 11L& 112 11% 0097 033 0 055
mg/dL ) )

MUN 133 129 125 125 028 0.0404 0.48

PUN 156 153 145 140 0.21<0.C 0C 0.74
Mcal/d .

MilkE2 21.2 217 234 235 0.39<0C 04 066
Mcal/kg

MilkE/DMI 091 094 1.01 0.97 0.179<0C 0.7 0.16

MIKE/DOMI®  1.42 146 160 152 0.041<0.C 0€ 0.17
Ratio -

Milk/DMI 148 150 1.61 156 0.026<0.C 0.£ 0.19

N  MikIN 026 027 028 028 0005 00106 028
Kg

BW 616 614 614 617 2,6 0750 041
1to5

BCS 347 348 345 345 0.024 0.3D€ 0.86

'Probabilities for the effects of soybean (S), nmihie (M), and interaction
(S*M). Milk energy secretion®Milk E/Digestible OM intake*N in Milk =
Milk Protein/6.38.
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Table 6. Urinary volume, allantoin (Alla), uric acid (UA),nd creatinine
(Crea) on treatments Raw Soybeans (R), Raw Soybedtet (RM),
Heated Soybeans (H), and Heated Soybeans + Met. (Ejyperiment

1
R RM H HM SEM PS' PM PS*M
L/d
Urine 16.3 159 16.8 16.8 0.63 0.26.74 0.74
mmoles/d
Alla 297 248 281 252 169 0.790.02 0.56
UA 45 36 39 33 2.8 0.120.01 0.74
Alla+UA 352 285 322 277 19.0 0.3%0.01 0.57
ratio
Alla/Crea 200 1.71 197 1.76 0.121 0.99.03 0.72
UA/Crea 0.30 0.25 0.27 0.24 0.022 0.48.04 0.68
Alla+UA/Crea 235 201 224 2.00 0.152 0.70.04 0.73
mmoles/kg

Alla+UA/DOMI? 23.9 19.8 22.1 182 134 0.2D.01 0.92
'Probabilities for the effects of soybean (S), nmihie (M), and interaction
(S*M). “Digestible OM intake.

Table 7. Total tract apparent digestibility of nutrien® of intake), plasma
glucose, and digestible OM intake (DOMI) on treattse Raw
Soybeans (R), Raw Soybeans + Met (RM), Heated SoygbgH), and
Heated Soybeans + Met (HM). Experiment 1

R RM H HM SEM PS' PM PS*M

DOMI, kg/d 148 148 147 152 032 0.52 0.46 0.48
Glucose, mg/dL 542 538 530 541 128 0.76 0.7650

D DM? 68.2 68.7 67.6 67.7 079 033 0.72 0.78
D OM? 699 704 697 696 076 053 0.75 0.71
D NDF? 533 543 539 539 107 0.90 0.62 0.62

D Non-NDFOM 796 798 79.3 79.2 080 059 0.95 0.86

'Probabilities for the effects of soybean (S), mmihie (M), and interaction
(S*M). 2Digestibilities of DM, OM, NDF, and non-NDF OM
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Table 8. Plasma AA (g/100 g of plasma) on treatments Rawb&ans (R),
Raw Soybeans + Met (RM), Heated Soybeans (H), apdtédd

Soybeans + Met (HM). Experiment 1

R RM H HM SEM PS' PM PS*M
Ala 0.346 0.357 0.367 0.356 0.0078 0.21 0.97 0.17
Arg 0.411 0.427 0.428 0.431 0.0143 0.46 0.51 0.68
Asp 0.666 0.638 0.666 0.662 0.0207 0.19 0.95 0.88
Cys 0.150 0.131 0.155 0.145 0.0062 0.15 0.02 0.44
Glu 0.916 0.904 0.946 0.930 0.0276 0.31 0.61 0.93
Gly 0.263 0.258 0.281 0.267 0.0095 0.18 0.27 0.60
His 0.352 0.365 0.353 0.319 0.0310 0.47 0.74 0.46
lle 0.215 0.228 0.227 0.216 0.0083 0.98 0.88 0.14
Leu 0.671 0.724 0.703 0.691 0.0197 0.96 0.30 0.10
Lys 0.633 0.643 0.622 0.606 0.0329 0.46 0.93 0.69
Met 0.156 0.154 0.165 0.162 0.0041 0.05 0.55 0.90
Phe 0.320 0.337 0.336 0.326 0.0103 0.83 0.72 0.20
Pro 0.362 0.387 0.388 0.378 0.0171 0.63 0.67 0.32
Ser 0.481 0.485 0.511 0.509 0.0186 0.14 0.96 0.87
Thr 0.552 0.554 0.579 0.565 0.0177 0.30 0.74 0.65
Tyr 0.452 0.487 0.482 0.474 0.0160 0.61 0.41 0.18
Val 0.568 0.598 0.590 0.547 0.0233 0.54 0.79 0.12
Total 7480 7.672 7.793 7.577 0.1792 0.55 0.94 0.26
Lys/Met 404 421 3.7 3.7¢ 0171 0.0c 0.6C 0.6
Met/Cys 1.1 124 117 1.2t 0.04C 0.7¢ 0.04 0.4¢
lletLeu+Va 145: 1.55(C 1.51¢ 1.45: 0.045¢ 0.74 0.7¢ 0.07

'Probabilities for the effects of soybean (S), nmihie (M), and interaction

(S*M).
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Table 9. Intake, diet and refusal composition during fileys of feed bunk
sampling of two barns on treatments Control or HMBiperiment 2

Control HMBI SEM PT' PD PT*D

kg/d
DMI 19.5 19.1 046 059 0.11 0.99
% of offered as fed
Refusal 4.9 5.6 0.54 0.16 <0.01 0.43
% of as fed
TMR DM 43.4 43.9 0.65 0.64 0.02 0.80
Refusal DM 38.7 41.2 202 048 0.07 0.28
% of DM
Offered TMR CP 17.0 17.2 0.30 0.67 0.29 0.45
Offered TMR NDF 37.3 36.7 040 0.34 058 0.71
Refusal CP 16.1 16.6 0.32 036 094 0.15
Refusal NDF 39.3 41.5 213 054 0.01 0.15
Consumed diet CP 17.1 17.3 041 0.71 0.28 0.46
Consumed diet NDF 37.2 36.5 050 040 055 0.76

Probabilities for the effects of treat (T), day (Bhd interaction (T*D)
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Table 10. Performance of dairy cows on treatments Contréllet. Experiment

2
Control HMBi SEM P

Number of cows 114 120
DIM, d 189 196 5.5 0.40
Milk before', kg/d 34.6 34.6 0.08 0.95
Milk, kg/d 34.6 34.8 0.53 0.83
Fat, kg/d 1.091 1.116 0.0278 0.56
Fat, % 3.18 3.23 0.074 0.69
Protein, kg/d 1.049 1.096 0.0156 0.05
Protein, % 3.07 3.18 0.031 0.03
Lactose, kg/d 1.589 1.609 0.0233 0.58
Lactose, % 4.57 4.63 0.022 0.12
Solids, kg/d 4.037 4.133 0.0582 0.28
Solids, % 11.72 11.93 0.088 0.11
SCCLif, 1t0 9 3.52 3.22 0.237 0.41
BCS,1t05 2.66 2.72 0.035 0.21
Girth perimeter, cm 203 204 0.6 0.52
Milk energy’, Mcal/d 22.16 22.72 0.358 0.30

'Milk yield before treatments allocation (covariatd)inear SCC>Milk energy
secretion.

Table 11 Plasma (PUN) and milk (MUN) urea nitrogen ana tfatio of
allantoin to creatinine in urine of dairy cows oeadatments Control or
Met. Experiment 2

Control HMBI SEM P
PUN, mg/dL 15.6 13.9 0.45 0.02
MUN, mg/dL 16.4 15.7 0.37 0.20

Allantoin/Creatinine 1.85 2.20 0.095 0.03
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Table 12. Plasma AA (g/100 g of plasma) of dairy cows aatments Control
or HMBI. Experiment 2

Control HMBI SEM P
Ala 0.267 0.300 0.0073 <0.01
Arg 0.353 0.384 0.0079 0.01
Asp 0.534 0.573 0.0170 0.12
Cys 0.417 0.432 0.0195 0.60
Glu 0.748 0.809 0.0233 0.07
Gly 0.228 0.247 0.0069 0.06
His 0.223 0.244 0.0092 0.13
lle 0.191 0.212 0.0035 <0.01
Leu 0.547 0.621 0.0134 <0.01
Lys 0.679 0.710 0.0158 0.18
Met 0.129 0.167 0.0052 <0.01
Phe 0.302 0.358 0.0080 <0.01
Pro 0.322 0.369 0.0149 0.03
Ser 0.445 0.500 0.0182 0.04
Thr 0.422 0.458 0.0149 0.11
Tyr 0.257 0.311 0.0104 <0.01
Val 0.479 0.521 0.0108 <0.01
Total 6.545 7.218 0.1059 <0.01
Lys/Met 5.41 4.36 0.202 <0.01
Met/Cys 0.32 0.40 0.019 <0.01

lle+Leu+Val 1.217 1.355 0.0165 <0.01
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Figure 1. Plasma urea nitrogen (PUN) on treatmi@ais Soybeans + Me*],
Raw Soybeans ¢f, Heated Soybeans + Mete)( and Heated
Soybeans 4)

Nota: P<0.01 for SoybeanP=0.05 for MethionineP=0.74 for Soybean*Methionine,

P<0.01 for Time,P=0.97 for Soybean*TimeP=0.96 for Methionine*Time,
P=0.56 for Soybean*Methionine*Time.



