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Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil

Simposio Internacional de Producao e Nutricao de Gado de Leite (1 : 2019 : Uberlandia, MG)
S612a Anais [recurso eletronico] / I Simpdsio Internacional de Produgao e Nutricdo de Gado de
Leite, IV Simpodsio Nacional de Produgdo e Nutri¢do de Gado de Leite, IX Simpdsio Mineiro de
Nutri¢ao de Gado de Leite, 25 a 27 de setembro de 2019, editores Alex de Matos Teixeira ... [et
al.] — Belo Horizonte: FEPMVZ, 2019.
252 p.il.

ISBN: 978-85-87144-66-9 (e-book)

Inclui bibliografia

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://www.eventos.ufu.br/simnutrileite

1. Bovino de leite — Alimentagao e ragdes 2. Nutricdo animal. I. Teixeira, Alex de Matos,
(ed.) II. Universidade Federal de Uberlandia. Faculdade de Medicina Veterinaria. III. Titulo.

CDU: 636.2.034

Angela Aparecida Vicentini Tzi Tziboy — CRB-6/947

O contetido dos artigos contidos nesta publicagdo ¢ de inteira responsabilidade dos

. n
respectivos autores.
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Aos professores e pesquisadores pela exceléncia e diligéncia com que
compartilharam com os participantes todo conhecimento e experiéncia.

Prof. André Ostrensky — PUC/PR

Prof. Bolivar Nobrega de Faria — Rehagro

Prof. Francisco Palma Renn6 — USP

Dr. Gustavo Gongalves de Souza Salvati — Esalq/USP
Jardel Neri — Cargill Agricola S.A.

Prof. Jodao Luiz Pratti Daniel - UEM

Prof. Luiz Felipe Ferraretto — UF

Prof. Marcos Neves Pereira — UFLA

Profa. Marina de Arruda Camargo Danés — UFLA
Prof. Rodrigo de Almeida — UFPR

Prof. Thiago Fernandes Bernardes — UFLA
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As empresas privadas e Institui¢des de Fomento pela continua participacao
e confianca indispensaveis a realizagao do evento.
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PARCEIRO DO
PECUARISTA PARA
AUMENTAR O LUCRO
DA FAZENDA

@ Garantia de desempenho maximo

© Produtos de alta qualidade nutricional
© Praticidade

©@ Reducdo de custos em instalagées

e mao de obra

© Otimizagado de uso da terra

Atendimento as
exigéncias nutricionais
do seu rebanho nos
minimos detalhes

Dietas completas ou parciais que vao
direto ao cocho

Dietas parciais que podem ser misturadas
a outros alimentos disponiveis na fazenda

Misturas de ingredientes enriquecidas com
nutrientes de alta digestibilidade e feitas
sob medida para solucionar o desafio da
sua fazenda

As dietas podem ser adquiridas em cargas
a granel ou em silos bola de 1 tonelada.

Beneficios
nutricionais

Estimulo ao aumento do consumo de alimentos,
uma vez que as dietas Umidas WetFeed sdo
consistentes e altamente palataveis

Minimiza a selecdo de ingredientes no cocho,
garantindo a ingestao adequada de nutrientes

Minimiza riscos de distUrbios metabdlicos

e digestivos, como a acidose, por oferecer
concentracdo adequada de nutrientes criticos,
como o amido e fibra efetiva

Reduz as oscilagdes de consumo, o que facilita
manejo alimentar devido a melhor previsibilidade
da necessidade de oferta de alimento
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Cargill

pllslFRICAO
DE PRECISAO
AO ALCANCE
DE TODOS

wet feed”

Conheca o WetFeed.

Dietas umidas altamente palataveis
e digestiveis, balanceadas na medida
certa para seu rebanho.

34 992370037 | 0800 34 9916

wetfeed@cargill.com

wet feed”

WF 6mil

Recomendacées
de uso

Lactacio WF Energia
Produtos WetFeed sdo fontes de fibras de alta
digestibilidade, proteina verdadeira formada por
aminoacidos e peptideos, e também minerais de
alto valor biolégico, como o fésforo organico.

Vacas Secas WF Comiddo

WF Recria

Novilhas Parcial

Gado Leiteiro

wetfeed”

Gado de Corte

WF Recria
O WetFeed oferece produtos especificos para s
cada fase da pecuaria, além de formulas

personalizadas.

Cria WF Comid3o

WEF Recria
Parcial

Cada fazenda é Gnica
e bovinos sao animais
de habito

WEF Recria
Total

Engorda

s
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Para alcangar bons resultados, é essencial
consultar um nutricionista especializado e
adaptar corretamente o gado a novos alimentos.

WF Adaptagdio
W Gado leiteiro Parcial
B Gado de corte
, o o L m Dupla aptiddo WAoo
O time técnico do WetFeed esta a disposicao

para orientagdes especificas, elaborando juntos

: WF Engord
a receita do sucesso. ngorda

Parcial

WF Engorda
otal
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Nos ultimos anos, a pecudria leiteira tem vivido um processo de transformagao visando
alcangar cada vez mais eficiéncia. Tal transformac¢do tem sido impulsionada, em grande parte,
pelo aumento dos custos de produgdo, reducdo das margens e pressao do mercado consumidor
em busca de alimentos com baixo impacto ambiental. Por representar maior parcela do custo
de producado, esforcos tém sido direcionados para a busca de estratégias e tecnologias que
possibilitem a obten¢do de uma nutri¢cao de precisdo. A despeito de ndo haver uma defini¢cao
classica e/ou Unica, entende-se que a nutri¢do de precisdo se refere a apropriada alimentagao
dos animais, considerando a viabilidade técnica (desempenho), econdmica (custo de
alimenta¢do) e ambiental (emissdo de agentes poluidor) (Tomich et al., 2015).

O uso de dieta total ou do inglés TMR (fotal mixed ration) talvez seja uma das
estratégias mais eficientes na adocdo da nutricdo de precisdo em fazendas leiteiras. Segundo
Coppock et al. (1981), TMR poderia ser definida como a mistura homogénea de todos os
ingredientes da dieta nas quantidades adequadas. A utilizagdo de TMR proporciona vantagens
sobre os métodos convencionais de fornecer concentrado separado do volumoso, destacando-
se menor variacdo no consumo voluntdrio de volumoso, suprimento mais constante de
nutrientes para os microrganismos ruminais, maior estabilidade do pH ruminal, maior eficiéncia
de utilizacdo da energia e proteina disponivel no reticulo-riimen, possibilidade de inclusdo de
alimentos menos palatdveis, entre outras. Apesar disso, a ado¢gdo de TMR depende da
disponibilidade de mao-de-obra, equipamentos, estrutura para armazenamento de insumos,
conhecimento técnico sobre o valor nutritivo dos alimentos e exigéncias nutricionais, o que
nem sempre estd ao alcance de todos os produtores.

Diante da competicdo com outras cadeias como avicultura e suinocultura por
commodities como milho e soja, a pecudria leiteira tem como oportunidade o uso de coprodutos
na alimentacdo dos animais, o que vai de encontro com a nutricdo de precisdo nos aspectos
técnico (muitos destes coprodutos apresentam bom valor nutritivo), econémico (redugdo do
custo de alimentagao) e ambiental (destino adequado para residuos agroindustriais). No Brasil,
ha uma diversidade de coprodutos passiveis de utilizagdo na alimentagao de bovinos, sendo sua
disponibilidade algumas vezes regionalizada. Esses coprodutos sdo provenientes da produgao
industrial e/ou do processamento secundario de produtos agricolas como frutas e graos,
podendo ser fontes de energia, proteina (aminoacidos) e fibra efetiva na dieta, com precos
competitivos principalmente em cendrios de altos precos de commodities. Entretanto, muitos

!Cargill Agricola S.A.
*Faculdade de Medicina Veterinaria — UFU
*Escola de Veterinaria — UFMG
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destes coprodutos apresentam elevado teor de umidade, o que inviabiliza o transporte para
propriedades que estdo distantes da industria e torna-se um desafio para o manejo e
armazenamento na propriedade, sem que hajam perdas e/ou alteragdo da qualidade do material.

Neste sentido, uma estratégia que tem otimizado o uso de coprodutos umidos da
industria na alimentacao de bovinos leiteiros e, adicionalmente tem permitido, principalmente
a pequenos produtores, a possibilidade de utilizagdo massiva de TMR € a silagem de rac¢ao total
ou silagem de TMR. Tal estratégia possibilita misturar diferentes ingredientes previamente a
ensilagem, buscando uma mistura que tenha caracteristicas mais adequadas ao processo
fermentativo e maior estabilidade aerébia do que os ingredientes separadamente (Wilkinson e
Muck, 2018). Os estudos sobre silagens de TMR apresentam variabilidade entre os ingredientes
e, consequentemente, entre as dietas ensiladas. Estas pesquisas tém sido conduzidas em Israel
(Weinberg et al., 2011), Finlandia (Seppélé et al., 2012), paises asidticos como o Japao (Wang
e Nishino 2008a; Miyaji e Nonakat, 2018), Ira (Abdollahzadeh et al., 2010) e China (Hu et al.,
2015) e, mais recentemente, no Brasil (Gusmao et al., 2018; Restelatto et al., 2019).

Segundo Wilkinson e Muck (2018), ainda hd pouca informagdo sobre qual ou quais
caracteristicas ideais da TMR a ser ensilada e sobre como e porque estas misturas sao mais
estdveis em aerobiose. Ainda mais escassas sdo as informagdes sobre consumo, desempenho e
metabolismo de bovinos leiteiros alimentados com tais silagens.

->8>LD789gCD=L>C"<>C")$+C"J>8>"7;C=9>Y7E

O crescimento da produgdo agropecudria, da industria alimenticia, de biocombustiveis,
entre outras, tem acarretado uma elevada produgdo de coprodutos, os quais demandam uma
destinacdo adequada visando maior sustentabilidade da atividade. Dentre as possibilidades de
destinagdo, uma que tem sido bastante difundida ¢ a utilizag¢ao destes coprodutos na alimentagao
animal, especialmente ruminantes. Apesar de muitos destes coprodutos apresentarem bom valor
nutricional, em geral apresentam elevado teor de umidade, o que eleva o custo de transporte,
dificulta o manejo e pode comprometer a estabilidade aerobia.

Segundo McDonald et al. (1991), criando-se um ambiente anaerdbico, diferentes
forrageiras, coprodutos ou misturas entre eles podem ser destinados para confeccao de silagens,
desde que apresentem boa capacidade de fermentacdo, ou seja, adequado teores de matéria seca
e de carboidratos soluveis, e baixa capacidade tamponante (Jobim e Nussio, 2013). Partindo
deste principio, muitos coprodutos da agroindustria ndo apresentam boa ensilabilidade, porém
quando misturados a outros ingredientes resultam em uma mistura que tem melhores resultados
quando ensilada, minimizando perdas de nutrientes (Wang e Nishino, 2013). Esta estratégia
tem se tornado uma pratica comum no Japao, na qual coprodutos imidos sdo misturados a
outros ingredientes com maior teor de matéria seca como feno de gramineas, feno de
leguminosas, milho, farelo de soja, farelo de trigo. Geralmente, as silagens de TMRs
apresentam conteudos de matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e digestibilidade variando de
50 a 60%, 16 a 18% e 72 a 74%, respectivamente (Wang e Nishino, 2008a).

Para o presente artigo foram compilados os dados de 32 trabalhos envolvendo avaliacao
de silagens de TMRs publicados entre 2004 e 2019 (Nishino et al., 2004; Nishino e Hattori,
2007; Nishino et al., 2007; Xu et al., 2007; Wang e Nishino, 2008a,b; Wang e Nishino, 2009;
Wang et al, 2010; Xu et al., 2010; Weinberg et al., 2010; Miyaji et al., 2012; Miyaji et al., 2013;
Wang e Nishino, 2013; Miyaji et al., 2014; Xu et al., 2014; Bretscheider et al., 2015; Chen et
al., 2015; Hao et al., 2015; Hu et al., 2015; Kondo et al., 2015; Yani et al., 2015; Yuan et al.,
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2015; Cao et al., 2016; Chao et al., 2016; Chen et al., 2016; Liu et al., 2016; Wang et al., 2016;
Miyaji et al., 2017; Gusmao et al., 2018; Miyaji e Nonaka, 2018; Wang et al., 2018; Restelatto
etal., 2019). De maneira geral, as silagens de TMRs tém sido confeccionadas a partir da mistura
de consideravel niimero de ingredientes, com um niimero médio nos estudos de 9 ingredientes,
porém podendo chegar a um maior niimero de ingredientes (n =18). Em alguns destes estudos,
um concentrado comercial obtido a partir da mistura prévia de diferentes alimentos era utilizado
como ingrediente tnico nas dietas. Em todos os trabalhos tem sido adicionada alguma fonte de
volumoso, sendo os volumosos conservados sob a forma de feno os mais utilizados. Apesar de
ser um volumoso tradicionalmente utilizado em dietas para vacas leiteiras, a silagem de milho
esteve presente como ingrediente das silagens de TMRs em apenas 38% dos estudos. Em
relacdo aos alimentos concentrados, o milho grao submetido a algum processamento (moagem,
floculacdo, laminagdo) esteve presente em 91% dos estudos, enquanto o farelo de soja em 75%.
Em 93% dos estudos houve inclusdo de pelo menos um coproduto em alguma das dietas
experimentais, refor¢ando a confecc¢ao de silagens de TMRs como uma estratégia para otimizar
ainclusio de coprodutos, principalmente imidos, na alimentagéo animal. E importante ressaltar
que em alguns estudos ndo foi apresentada a composi¢do do concentrado. Em relagdo aos
coprodutos utilizados como ingredientes nas silagens de TMRs, verifica-se que hd grande
diversidade, podendo-se citar bagaco de tomate e maca (Abdollahzadeh et al., 2010), residuos
de cha verde e cervejaria (Xu et al., 2007), bagago de péssego (Hu et al., 2015), residuo da
fabricacao de leite e molho de soja (Yani et al., 2015), residuo de macarrdo (Yani et al., 2015),
entre outros.

WM>9=<><7"KF;C78V>NOF"
Processo fermentativo

De maneira geral, a mistura de ingredientes com composi¢des e caracteristicas
diferentes tem proporcionado condi¢des adequadas para um bom processo fermentativo nas
silagens de TMRs. Assim como ocorre com outros alimentos, no processo fermentativo das
silagens de TMRs, a fermentacdo de aclcares por bactérias resulta na produgdo de acidos
organicos e consequente reducdo do pH da massa ensilada (Jobim e Nussio, 2013). Sendo
assim, em relagdo a dieta in natura, as silagens de TMRs apresentam redu¢ao do pH e aumento
das concentragdes de determinados acidos organicos. A magnitude dessas mudangas varia entre
os estudos, sendo reflexo das caracteristicas e da composicao das dietas avaliadas. Dados de
estudos comparando silagens de TMRs em relacdo a mesma dieta in natura apresentam reducao
do pH entre 17 e 26%, aumento dos teores de acido latico (180 a 392%), acético (172 a 285%)
e propidnico (20 a 56%). Os teores de 4cido butirico ndo tém apresentado um padrdo similar,
havendo estudos que apontam redugdo e estudos que apontam aumento nas silagens de TMRs
(Kondo et al., 2016; Chao et al., 2016; Miyaji e Nonaka, 2018).

A partir dos dados compilados no conjunto de estudos mencionados anteriormente,
pode-se verificar que os valores de pH e acido organicos demonstram uma adequada capacidade
fermentativa das TMRs ensiladas (Tabela 01). De maneira geral, o 4cido latico tem sido o
produto final predominante no processo fermentativo das silagens de TMRs, , entretanto em
alguns estudos o etanol foi mais predominante (Wang e Nishino, 2008b). Segundo estes autores,
condi¢des como baixo teor de MS e/ou ingredientes com altos teores de aglicares podem
aumentar propensao de fermentagdo alcoolica.
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)>679>"GHé&lores médios de pH e 4cidos organicos em silagens de TMR (total mixed ration)

Parametros Unidade Média Desvio padrdo n
pH % MS! 4,28 0,39 31
Acido latico % MS! 5,47 2,45 30
Acido acético % MS! 1,54 0,87 29
Acido propidnico % MS! 0,18 0,20 15
Acido butirico % MS! 0,05 0,05 14
Etanol % MS! 2,01 1,55 11
1,2 propanodiol % MS! 0,37 0,22 5
NH;-N? % NT? 4,40 3,58 16

'matéria seca; “nitrogénio amoniacal; *nitrogénio total.

Perdas de matéria seca

Apesar de ser esperada uma pequena perda de MS (4-5%) durante o processo de
fermentagdo em silagens de forrageiras (McDonald et al., 1991), parece que a mesma ¢ reduzida
em silagens de TMRs. Em 8 estudos, a perda de MS média foi de 4,6 £ 2,6%, porém houve
valores muito baixos (0,2%) e valores mais elevados (12%). Dentre as possiveis explicagdes
para tal amplitude estariam o tempo de fermentacdo, uso ou ndo de aditivos e a propria
composicao da TMR.

Estabilidade aerobia

Dentre outros aspectos, a ensilagem da TMR tem proporcionado melhoria em relagdo a
estabilidade aerdbia do material. Segundo Wang et al. (2016), enquanto a estabilidade aerdbia
da TMR in natura foi de apenas 5 horas, essa mesma TMR ensilada por 56 dias apresentou 411
horas de estabilidade. Ganhos ainda mais expressivos foram obtidos por Hao et al. (2015). Neste
trabalho, avaliaram-se TMRs com baixo (40%), médio (45%) e alto teor de umidade (50%) in
natura ou ensilada por 56 dias. Para TMRs com nivel baixo, médio e alto de umidade, a
ensilagem resultou em aumento da estabilidade aerdbica de 7 horas para mais de 30 dias, de 18
horas para mais de 30 dias e de 30 horas para 30 dias, respectivamente. Na média de 4 estudos
(Hu et al., 2015; Gusmao et al., 2018; Wang et al., 2016; Restelatto et al., 2019) a estabilidade
aerobia foi de 146 + 60 horas.

)7TEJF"'<7"7CDFL>YTE

Os efeitos do tempo de estocagem sobre a qualidade de conservagao e valor nutritivo de
silagens de TMRs tém sido avaliados em estudos que adotaram periodos de fermentagdo mais
curtos, de até 60 dias (Hu et al., 2015; Wang et al., 2016; Restelatto et al., 2019) e prolongados,
podendo chegar até 210 dias (Miyaji et al., 2017). De maneira geral, a medida que aumenta o
periodo de fermentagdo ha reducdo do pH, aumento dos teores de 4acidos latico e acético,
aumento da estabilidade aerobia, além de alteracdo da popula¢do microbiana. Entretanto, a
intensidade e o0 momento de estabilizacdo variam entre os estudos. No estudo de Wang et al.
(2016), os valores de pH, acido latico e acético estabilizaram ap6s 7 e 28 dias de fermentacao,
respectivamente. Hu et al., (2015) relataram que para silagens de TMR a base de feno de alfafa
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o pH estabilizou apds 14 dias de fermentacdo, enquanto os teores dos acidos latico e acético
aumentaram até os 56 dias avaliados. Em ambos os estudos, houve redu¢do da populacao de
bactérias acido laticas (BAL) e leveduras até 56 e 28 dias de fermentacdo, respectivamente.
Aumento da concentracdo dos acidos latico e acético associado a redugdo da populacido de
leveduras também foi relatado por Restelatto et al. (2019), quando o periodo de estocagem de
aumentou de 15 para 60 dias. Entretanto, neste estudo houve aumento da populagdao de BAL.
Apesar de ainda ser possivel observar alteragdo no perfil dos produtos finais e/ou populacao
microbiana em periodos mais prolongados de estocagem, parece que estas alteracdes sdo mais
expressivas nos periodos iniciais. Avaliando silagens de TMRs armazenadas por 0, 7, 14, 30,
90 e 210 dias, Miyaji et al. (2017) relataram que apds 90 dias de estocagem houve poucas
mudancas no perfil de fermentacdo, assim como na composi¢do quimica das silagens. Esta
defini¢do do periodo de estocagem adequado tem relevancia ainda maior quando se considera
a comercializacdo de silagens de TMRs. Segundo Wang e Nishino (2009), para as industrias
seria mais interessante um periodo menor de estocagem porque demandaria menor espago para
armazenar os silos fardos antes de sua comercializagao.

Diferentemente do observado para a qualidade de conservagao, os efeitos do periodo de
estocagem sobre o valor nutritivo das silagens de TMRs apresentam maior variabilidade
(Tabela 02).

Assim como a ensilagem de TMRs tem proporcionado aumento da estabilidade aerdbia
(EA) se comparada a ensilagem de ingredientes isolados, também ha evidéncias que o aumento
do tempo de fermentacdo ou estocagem proporciona maior estabilidade a massa ensilada. Wang
et al., (2016) observaram incremento na estabilidade aerobia da silagem de TMR quando
armazenada por até 56 dias. Neste estudo, os valores relatados para EA foram de 102, 122, 292
e 411 horas para as silagens armazenadas por 7, 14, 28 e 56 dias, respectivamente. De maneira
semelhante, Restelatto et al. (2019) relataram que o aumento do periodo de estocagem de 15
para 60 dias melhorou a EA (61 vs 216 horas) e reduziu as perdas de MS (1,10 vs 0,63%).
Segundo estes autores, a mudanca na populagdo microbiana assim como no perfil dos produtos
finais da fermentagdo estaria associada a esta melhoria da EA em silagens de TMRs
armazenadas por mais tempo.

)>679>"G@@#&ito do aumento do periodo de estocagem sobre o valor nutritivo das silagens de
TMR (total mixed ration)

Fonte MS! PB? FDN?  DIVMS? Amido> CHO's?
Hu et al. (2015) l 1 NA l
Wang et al. (2016) l 1 l !
Miyaji et al. (2017) l NA 1 l

Restelatto et al. (2019) NA NA NA NA NA

19 matéria natural; 2% matéria seca; MS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra
insoluvel em detergente neutro; CHO’s = carboidratos soluveis; | = reducdo; T = aumento; NA
= ndo alterou.

0CF"<7"><=D=VFC"

Segundo Wilkinson e Muck (2018), o uso de inoculantes tem sido a tecnologia
predominante para influenciar o processo fermentativo das silagens. Todavia, para estes
autores, o uso de inoculantes em silagens de TMRs ainda demanda mais estudos. Na literatura,
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os estudos com silagens de TMRs tém avaliado diferentes inoculantes associados ou nado a
outros aditivos (etanol, melaco, dcido propidnico, enzimas). Dentre os inoculantes avaliados
estdo espécies do género Lactobacillus como L. buchnerj L. plantarume L. casei Os dados
apresentam certa variabilidade entre os estudos, podendo-se encontrar resultados positivos
associados ao uso de inocultantes (Liu et a., 2016), assim como auséncia de beneficios
(Restelatto et al., 2019).

4>9F8";MD8=D=VF"7"<7C7EJ7;dF"%;=E>9"

Conforme ja mencionado, sdo poucos os estudos que avaliaram consumo e desempenho
de vacas leiteiras alimentadas com silagens de TMRs. Para este artigo foram revisados dados
de 4 estudos (Miyaji et al., 2012, 2013, 2014; Miyaji e Nonaka, 2018), sendo todos estes
conduzidos no Japao. Segundo Miyaji e Nonaka (2018), a pratica de alimentar vacas leiteiras
com silagens de TMR tem aumentado naquele pais, juntamente com o nimero de industrias de
confec¢do e comercializacao destas silagens para produtores de leite proximos a elas. Nestes
estudos ndo havia elevada inclusdo de coprodutos na dieta e, na média as dietas eram compostas
por 50% de volumoso, 34% de cereal (milho e/ou arroz) e 9% de farelo de soja. As silagens de
TMRs apresentaram valores médios de 52,5; 16,5; 32,7; 28,2; 4,3; 5,8; 1,4 para MS, PB, FDN,
amido, pH, 4cido latico, 4cido acético, respectivamente (Tabela 03).

)>679>"Gp@omposi¢do quimica das silagens de TMR (total mixed ration)

R Miyaiji et Miyaiji et Miyaiji et Miyaji e
Parametro al. (2012) al. (2013) al. (2014) Nonaka (2018)
MS! 432 64,1 494 56,1
PB2 15,4 15,6 18,5 16,2
FDN? 31,1 35,4 32,2 32,8
Amido? 35,3 20,7 26,5 28,0
pH?2 4,0 4,1 3.8 4,9
Acido latico? 5,1 3,9 9,2 4,7
Acido acético? 1,9 1,3 2,0 0,7

1% matéria natural; 2% matéria seca; MS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra
insoluvel em detergente neutro.

Em linhas gerais, as dietas ensiladas nestes trabalhos apresentavam composi¢ao quimica
tipica de dietas para vacas leiteiras de alta produgdo, com PB variando entre 15,4 e 18,6%; FDN
variando entre 30,1 e 36,6%; e amido variando entre 19,4 € 35,9%. Os valores mais baixos para
amido e mais altos para FDN foram relatados no trabalho de Miyaji et al. (2013), no qual o
volumoso foi uma mistura de feno de graminea e feno de alfafa, o que justificaria tais valores.
Vacas alimentadas com estas silagens de TMRs produziram entre 35,4 e 44,9 Kg de leite/dia,
desempenho condizente com os niveis nutricionais das dietas e demonstrando que ser viavel e
possivel a alimentacdo de vacas de alta produ¢do com silagens de TMRs.

Em 3 destes estudos todos os animais foram alimentados com silagens de TMRs, as
quais diferiam principalmente quanto ao cereal utilizado (milho vs arroz). Apenas um estudo
comparou o desempenho de vacas leiteiras alimentadas com a mesma TMR ensilada e in
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natura. No trabalho de Miyaji e Nonaka, (2018), em relacdo a TMR in natura, a TMR ensilada
teve uma tendéncia de aumentar a ingestdo de MS (IMS) (22,4 vs 23,0 Kg de MS/dia),
aumentou a digestibilidade da MS (72,3 vs 77,6%), FDN (66,5 vs 70,7%) e amido (91,6 vs
97,2%). Ainda neste estudo, a ensilagem da TMR nao influenciou a composicao do leite, porém
proporcionou aumento da produgdo de leite (36,4 vs 37,6 Kg de leite/dia). Segundo os autores,
o aumento da digestibilidade dos nutrientes com a ensilagem da TMR teria proporcionado
aumento da IMS e, consequentemente, da produgao de leite. Apesar da ensilagem de TMR nao
ter influenciado a digestibilidade da PB ou a eficiéncia de uso do nitrogénio, houve aumento da
excre¢do urinaria de nitrogénio o que pode ter sido resultado do maior teor de proteina soluvel
na silagem de TMR em comparag@o a TMR in natura. Tomando como base esse estudo, pode-
se perceber que resultados positivos podem ser alcancados quando os animais sdo alimentados
com dietas que apresentam potencial para se beneficiarem do processo fermentativo. Neste caso
em especifico, o melhor desempenho, pelo menos em parte, estaria associado ao fato de as
dietas apresentarem maior conteido de amido (média de 28,0% MS) e ao aumento na
digestibilidade do amido (5,6 unidades percentuais) que a ensilagem proporcionou para a TMR.

-F;C=<78>No7C"'=;>=C

A silagem de dieta total tem se mostrado como uma estratégia eficiente para a utilizagao
de coprodutos com maior teor de umidade, em virtude de apresentar adequada qualidade de
conservagao, reduzir perdas de matéria seca e aumentar a estabilidade aerdbia.

Entretanto, ainda se fazem necessarios mais estudos sobre as quais caracteristicas ideais
da TMR a ser ensilada, quais aditivos sdo mais eficientes e, principalmente, quais os impactos
no consumo e desempenho de vacas leiteiras.

+7°78k;L=>C"

ABDOLLAHZADEH, F.; et al. The effect of feeding ensiled mixed tomato and apple pomace
on performance of Holstein dairy cows. #9FV>¥FM8;>F " ;=E>9"#L=7;L7v. 43, n. 1, p.
31-35, 2010.

BRETSCHNEIDER, G.; et al.Effect of ensiling a total mixed ration on feed quality for cattle
in smallholder dairy farms. ,8Ld=VFC"<7"$7<=L=;>"47D78=;%849, n. 2, p. 225-229,
2015.

CAO, W.; et al. Fermentation quality and nutritive value of fresh and fermented total mixed
rations containing Chinese wildrye or corn stover."38>CC">;<"QF8>Y7"#L=/3L 62, n. 4,
p. 213-223, 2016.

CHAO, W.; et al. Changes in in vitro Rumen Fermentation Characteristics of Different
Compositions of Total Mixed Rations (TMR) and the Ensiled TMRs. ,<V>;L7C"=;",;=E>9"
>:<"47D78=;>8b"#L=7;L.¥C4, n. 4, p. 178-182, 2016.

CHEN, L.; et al. Effect of lactic acid bacteria and propionic acid on conservation characteristics,
aerobic stability and in vitro gas production kinetics and digestibility of whole-crop corn

\E0 DO, 1 6
o U,

<«

m’ (PLO7F"<F".7=D7
it Q,$*4R0Q0 "



GUFU I"4=EJKC=F"1;D78;>L=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=CU F 722 G
- 14" #=EJKC=L=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=D7"
§) FAMEV I5"#=EJKC=F"$=;7=8F"<7"(MD8=NOF"<7"3><F"¥7".7=D7
@A~ @B7C7D7E6SET"@GH

based total mixed ration silage. VFM8;>9"F™"1;D7Y8>D=V7",Y8=LMOD&&B7 7, p. 1592-
1600, 2017.

CHEN, L.; et al. The effects of replacement of whole-plant corn with oat and common vetch
on the fermentation quality, chemical composition and aerobic stability of total mixed ration
silage in Tibet.",;=E>9"#L=7;L7"vFM8;>9. 86, n. 1, p. 69-76, 2015.

COPPOCK, C.E.; et al. From feeding to feeding systems. VFM8;>9"/>=8BL=7;L7v. 64, n. 6,
p. 1230-1242, 1981.

GUSMAO, J.0.; et al. Total mixed ration silage containing elephant grass for small-scale dairy
farms. 38>CC">;<"QF8>Y7"#L=/L73, n. 3, p. 717-726, 2018.

HAO, W_; et al. Aerobic Stability and Effects of Yeasts during Deterioration of Non-fermented
and Fermented Total Mixed Ration with Different Moisture Levels. ,C=>;eMCD8>9>C=>;"
VFM8;>9";=E>9"#L=7;.V. 28, n. 6, p. 816826, 2015.

HU, X.; et al. Fermentation characteristics and lactic acid bacteria succession of total mixed
ration silages formulated with peach pomace. ,C=>;eMCD8>9>C=>;" vFM8;>9" ;=E>9"
#L=7;L7v. 28, n. 4, p. 502-510, 2015.

JOBIM, C.C.; NUSSIO, L.G. Principios basicos da fermenta¢do na ensilagem. In: Reis, R.A_;
Bernardes, T.F.; Siqueira, G.R (Eds). QF88>Y=LM9DME}I3>h=D7L;FOFY=>" 7CN"KID
87LM8CFC" F88>Y.™aR{press. Jaboticabal. pp. 649-660, 2013.

KONDO, M,; et al. Changes in nutrient composition and in vitro ruminal fermentation of total
mixed ration silage stored at different temperatures and periods. VFM8;>9"F "Dd7"#L=7;L7"F ™"
QFF<">;<",Y8=LM9DM896, n. 4, p. 1175-1180, 2016.

LIU, Q.; et al. Effects of Lactobacillus plantarum and fibrolytic enzyme on the fermentation
quality and in vitro digestibility of total mixed rations silage including rape straw. vFM8;>9"
F";,D7Y8>D=V7",Y8=LMSDM84. 9, p. 2087-2096, 2015.

MCDONALD, P.; et al. )d7"6=FLd7E=CD8b"F " C=BelY Marlow: halcombe Publications,
340p. 1991.

MIYAIJI, M.; et al. Effect of ensiling process of total mixed ration on fermentation profile,
nutrient loss and in situ ruminal degradation characteristics of diet.",;=E>9" #L=7;L7"
VFM8;>9v. 88, n. 1, p. 134-139, 2017.

MIYAIJI, M.; et al. Effect of replacing corn with brown rice in a total, mixed, ration silage on
milk production, ruminal fermentation and nitrogen balance in lactating dairy cows.",;=E>9"
#L=7;L7"vFM8;>0. 83, n. §, p. 585-593, 2012.

MIYAIJI, M.; et al. Effect of substituting brown rice for corn on lactation and digestion in dairy
cows fed diets with a high proportion of grain. VFM8;>9"/>=8b"#L=7;lv/ 97, n. 2, p. 952-
960, 2014.

MIY AJI, M.; et al. Milk production, nutrient digestibility and nitrogen balance in lactating cows

fed total mixed ration silages containing steam-flaked brown rice as substitute for steam-

‘s“\_i.o Do, c,? 1 7
m (PLO7F"<F".7=D7
Tt Q.$*4R0Q0 "



GUFU I"4=EJKC=F"1;D78;>L=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=CU F 722 G
- 14" #=EJKC=L=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=D7"
§) FAMEV I5"#=EJKC=F"$=;7=8F"<7"(MD8=NOF"<7"3><F"¥7".7=D7
@A~ @B7C7D7E6SET"@GH

flaked corn, and wet food by-products.”,;=E>9"#L=7;L7"VFM8;>9. 84, n. 6, p. 483-488,
2013.

MIYAIJI, M.; NONAKA, K. Effects of altering total mixed ration conservation method when
feeding dry-rolled versus steam-flaked hulled rice on lactation and digestion in dairy cows."
VFM8;>9"/>=8b"#L=7;lv/ 101, n. 6, p. 5092-5101, 2018.

NISHINO, N,; et al. Microbial Counts, Fermentation Products, and Aerobic Stability of Whole
Crop Corn and a Total Mixed Ration Ensiled With and Without Inoculation of Lactobacillus
casei or Lactobacillus buchneri.'VFM8;>9"/>=8b"#L=7;lv/ 87, n. 8, p. 2563-2570, 2004.

NISHINO, N.; et al. Biogenic amine production in grass, maize and total mixed ration silages
inoculated with Lactobacillus casei or Lactobacillus buchneri." vVFM8;>9" F™" ,JJ9=7<"
$=L8F6=F9FYW. 103, n. 2, p. 325-332, 2007.

NISHINO, N.; HATTORI, H. Resistance to aerobic deterioration of total mixed ration silage
inoculated with and without homofermentative or heterofermentative lactic acid bacteria.
VFM8;>9"Fd7"#L=7;L7"F "QFF<"X,8=LMODM877, n. 13, p. 2420-2426, 2007.

RESTELATTO, R.; et al. Chemical composition, fermentative losses, and microbial counts of
total mixed ration silages inoculated with different Lactobacillus species. VFM8;>9" F™"

w=E>9"#L=7;L7v. 97, n. 4, p. 1634-1644, 2019.

SEPPALA, A_; et al. Controlling aerobic stability of grass silage-based total mixed rations.
Z=E>9"Q77<"#L=7,L7">;<")7Ld;FOFYd 179, n. 1, p. 54-60, 2012.

TOMICH, T.R.; et al. Nutri¢do de precisdao na pecudria leiteira. In: MARTINS, N. R. S. et al.
-><78;FC" )qL,=LFC" <7" #7883=>" 7" WFFD7L;=>U" WFFD7L;,=>" <O-"%&1L=C
ZFV=;FLM9DMB8>"<7".79Ded. Belo Horizonte: 2015. Cap. 5. p. 54-72.

WANG, F.; N. NISHINO. Effects of storage temperature and ensiling period on fermentation
products, aerobic stability and microbial communities of total mixed ration silage. VFM8;>9"
F",JJ9=7<"$=L8F6=F9FVDb114, n. 6, p. 1687-1695, 2013.

WANG, F.; NISHINO, N. Association of Lactobacillus buchneri with aerobic stability of total
mixed ration containing wet brewers grains preserved as a silage. ,;=E>9"Q77<"#L=7,L7">;<"
)7Ld;FOFYDhv. 149, n. 3, p. 265-274, 20009.

WANG, F.; NISHINO, N. Ensiling of soybean curd residue and wet brewers grains with or
without other feeds as a total mixed ration. VFM8;>9"/>=8b"#L=7;%7 91, n. 6, p. 2380—
2387, 2008a.

WANG, F.; NISHINO, N. Resistance to aerobic deterioration of total mixed ration silage: effect
of ration formulation, air infiltration and storage period on fermentation characteristics and
aerobic stability.'VFM8;>9"FDU7"#L=7;L7"F "QFF<"X8=LM9DM87S, n. 1, p. 133-140,
2008b.

WANG, H.; et al. Characterization of culturable yeast species associating with whole crop corn
and total mixed ration silage. ,C=>;6MCD8>9>C=>;"vFM8;>9",;=E>9"#L~/;RV, n. 2, p.
198-207, 2018.

\E0 DO, 1 8
o U,

}m’ (PLO7F'<F".7=D7
4 ) Q,$*4R0Q0 "



GUFU I"#=EJKC=F"1;D78;>L=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=CY F 722 G
” 14"#=EJKC=BL=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=D7"
§) FAMEV I5"#=E JKC=F"$=;7=8F"<7"(MD8=NOF'<7"3><F"¢7" 7=D7
@~&'@B7C7D7EGSET" @GH

WANG, H.; et al. Dynamics associated with prolonged ensiling and aerobic deterioration of
total mixed ration silage containing whole crop corn. ,C=>;,gMCD8>9>Cw¥BM8;>9",;=E>9"
#L=7;L7v.29,n. 1, p. 62-72, 2016.

WANG, J.; et al. Effect of storing total mixed rations anaerobically in bales on feed quality.
w=E>9"Q77<"#L=7;L7">;<")7Ld;F9FYh 161, n. 3, p. 94-102, 2010.

WEINBERG, Z.G; et al., Preservation of total mixed rations for dairy cows in bales wrapped
with polyethylene stretch film — A commercial scale experiment. ,;=E>9"Q77<"#L=7,L7">;<"
)7Ld;FOFYhQv.164, n. 1, p. 125-129, 2011.

WILKINSON, J.M; MUCK, R.E. The future of ensiling: challenges and opportunities. In:
INTERNATIONAL SILAGE CONFERENCE, 18., 2018, Bonn. %8FL77<=;YCBonn:
OundZ Print, 2018. p. 2-15.

XU, C.; et al. Nutritive value for ruminants of green tea grounds as a replacement of brewers’
grains in totally mixed ration silage.",;=E>9"Q77<"#L=7;L7">;<")7Ld;F9FYb 138, n. 3, p.
228-238, 2007.

XU, C.l et al. Feeding value of total mixed ration silage with spent mushroom substrate.
=E>9"#L=7;L7"VFM8;39. 81, n. 2, p. 194-198, 2010.

XU, C.C.; et al. Fermentation quality and nutritive value of a total mixed ration silage
containing coffee grounds at ten or twenty percent of dry matter. VFM8;>9"F™ ,;=E>9"
#L=7;L7v. 85, n. 4, p. 1024-1029, 2007.

YANI, S.; et al. Effects of utilization of local food by-products as total mixed ration silage
materials on fermentation quality and intake, digestibility, rumen condition and nitrogen
availability in sheep. ,;=E>9"#L=7;L7"vFM8;39. 86, n. 2, p. 174-180, 2015.

YUAN, X.; et al. The effect of different additives on the fermentation quality, in vitro
digestibility and aerobic stability of a total mixed ration silage. ,;=E>9"Q77<"#L=7;L7">;<"
)7Ld;FOFYDhv. 207, p. 41-50, 2015.

‘s“\_i.o Do, c,? 1 9
m (PLO7F"<F".7=D7
Tt Q.$*4R0Q0 "



GUFU I"#=EJKC=F"1;D78;>L=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=CY F 722 G
” 14"#=EJKC=BL=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=D7"
§) FAMEV I5"#=E JKC=F"$=;7=8F"<7"(MD8=NOF'<7"3><F"¢7" 7=D7
@~&'@B7C7D7EGSET" @GH

%8F<MDFC"<7""78E7;D>NOF"7E" F88>Y7;C"LF;C78V><>C"J>8>"V>L>C"97=D7=8>C

VFOF".M=["%8>DD="/#,=79

I:D8F<MNOF

Na auséncia de oxigénio, a fermentagdo de forragens por microrganismos resulta no
acimulo de compostos organicos (produtos finais da fermentagdo), responsdveis pela
conservagdo do alimento na forma de silagem. Centenas de produtos de fermentacdo, em sua
maioria volateis, t€ém sido encontrados em silagens (Morgan e Pereira, 1962; Mo et al., 2001;
Krizsan et al., 2007; Weiss et al., 2009; Mitlohner et al., 2009; Kalac, 2011; Hafner et al., 2013),
embora um niimero restrito seja analisado rotineiramente (e.g. 4cido latico, acido acético, acido
butirico, etanol e amonia).

Os produtos de fermentacao tém papel central no processo de conservagdo de silagens,
tanto durante o periodo de estocagem (anaerobiose), quanto no pos-abertura (aerobiose).
Adicionalmente, os produtos de fermentacdo afetam o desempenho animal (direta e/ou
indiretamente) e podem alterar a qualidade do leite.

Além disso, os compostos organicos volateis de silagens tém sido associados a formagao
de ozdnio na troposfera (= polui¢do ambiental), por reagirem com 6xidos de nitrogénio na
presenca da luz solar (Mitloehner et al., 2009), mas esta abordagem esta fora do escopo deste
manuscrito.

QF8E>NOF"<7"J8F<MDFC"<7" 78E7;D>NOF"7E"C=9>Y7;C

Normalmente, o curso da fermenta¢do ¢ determinado por fatores como o teor de
umidade, a composi¢do quimica (e.g., teor de agucares soluveis, capacidade tampao) e a
populacdo microbiana presente na cultura ensilada (Pahlow et al., 2003). Entretanto, fatores de
manejo como tamanho de particulas, velocidade de enchimento do silo, densidade da massa
ensilada, aplicacdo de aditivos, temperatura ambiente, estratégia de vedagcdo e manejo de
descarregamento ap6s abertura do silo também afetam o processo de conservagado e o perfil de
produtos de fermentagdo. Além de acidos, outros grupos de compostos organicos também sao
encontrados em silagens, tais como alcoois, ésteres, cetonas, aldeidos e compostos nitrogenados
(e.g. amonia e aminas) (Tabelas 1 e 2). O processo de formagdo dos principais produtos de
fermentacdo de silagens serd discutido brevemente a seguir.

1Departamento de Zootecnia, Universidade Estadual de Maringa
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)>679>"H@oncentragao tipica de produtos de fermentacdo em silagens

. . Graminea Milho planta  Milho grao
Leguminosa  Leguminosa o o o
Item <30.35% MS  45-55% MS 25-35% inteira umido
MS 30-40% MS  70-75% MS

pH 4,3-4,5 4,7-5,0 4,3-4,7 3,7-4,0 4,0-4,5

Acido latico

(% MS) 6-8 2-4 6-10 3-6 0,5-2,0

Acido acético

(% MS) 2-3 0,5-2,0 1-3 1-3 <0,5

Acido

propidnico <0,5 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1

(% MS)

Acido butirico

(% MS) <0,5 0 <0,5-1,0 0 0

Etanol

(% MS) 0,5-1,0 0,5 0,5-1,0 1-3 0,2-2,0
N-NH3

(% N total) 10-15 <12 8-12 5-7 <10
Fonte: Kung et al. (2018).
)>679>"@aodutos de fermentagdo em silagens de cana-de-agucar

Item Média Minimo Maximo

g/kg MS
Etanol 54.2 5.0 154.5
Acido acético 32.8 14.3 53.5
Acido latico 26.0 6.5 60.4
mg/kg MS

1,2-Propanodiol 1532 <100 12186
Lactato de etila 697 132 2401
Acetona 573 <5 2072
2,3-Butanodiol 358 <100 905
Acido propionico 284 <100 1107
Acido butirico 273 <100 1383
Acetato de etila 167 <5 597
2-Butanol 135 <5 538
Metanol 133 <100 1555
1-Propanol 123 <5 290
Acido iso-butirico <100 <100 274

Fonte: Daniel et al. (2013c).

Acidos orgadnicos

Na maioria das silagens, o acido latico € o produto de fermentacdo mais abundante e ¢
produzido primariamente por bactérias laticas, homo ou heterofermentativas (McDonald et al.,
1991). Com menor importancia, enterobactérias e bacillus também podem produzir pequenas
quantidades de 4cido latico. Na fermentacao homolatica, o acido latico € o unico produto final
e as bactérias extraem 2 ATP por mol de hexose, além da geragdo de calor. Sendo assim, toda
matéria e quase toda energia bruta sdo preservadas. Como o &cido latico ¢ um acido mais forte
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(pka 3,8) que os outros acidos produzidos durante a fermentagdo (e.g. dcido acético pka 4,8),
quantidades menores de acido latico sdo necessarias para acidificar e preservar a massa sob
anaerobiose, poupando nutrientes utilizdveis pelos microrganismos ruminais e pelo animal.
Logo, ¢ desejavel que o &cido latico seja o principal produto de fermentagdo. Em silagens bem
preservadas, o 4cido latico deve representar ao menos 2/3 da soma de produtos de fermentagao
(Kung et al., 2018).

Silagens com teor elevado de MS (>40%) tendem a apresentar menor teor de produtos
de fermentacdo, incluindo éacido latico. Silagens que sofreram deteriora¢do aerdbia também
apresentam menor teor de acido latico, devido ao consumo de 4cido latico por leveduras na
presenca de oxigénio. Silagens uUmidas (e.g. leguminosas ou capins que ndo foram
emurchecidos) também podem apresentar baixa concentragdo de &cido latico devido a
degradagao do acido latico a acido butirico por bactérias do género Clostridium. Por outro lado,
silagens tratadas com aditivos quimicos alcalinos (e.g. cal) tendem a apresentar maiores
concentragdes de acido latico, devido ao aumento da capacidade tampao, resultando em maior
producdo de acido latico antes da acidificagdo da massa ensilada e consequente inibi¢do da
microbiota.

O 4cido acético ¢ o segundo 4cido mais abundante em silagens bem preservadas.
Enquanto concentracdes elevadas de acido acético (e.g. >4% da MS) sdo indesejaveis por
estarem associadas a perdas de nutrientes durante a fermentagao e por reduzirem o consumo de
MS (CMS), concentracdes moderadas deste acido (e.g. 2-3% da MS) aumentam a resisténcia
da silagem a deterioracdo aerodbia, devido a capacidade antiflingica deste composto. Diversos
microrganismos podem produzir dcido acético, incluindo bactérias laticas heterofermentativas,
enterobactérias, clostridios, bacillus e bactérias do acido acético (McDonald et al., 1991).

Alto teor de umidade (<30% MS), alta capacidade tampao, baixa densidade, demora no
enchimento e na vedagdo do silo e temperaturas mais quentes tendem a aumentar a produgao
de 4cido acético durante a fermentagdo. Logo, silagens produzidas em zonas tropicais tendem
a apresentarem maior teor de acido acético do que silagens produzidas em climas temperados
(Adesogan, 2010; Wang e Nishino, 2013; De Oliveira et al., 2018). A inoculagdo com bactérias
heterofermentativas obrigatorias (e.g. Lactobacillus buchneri, L. hilgardii, L. kefiri, etc.) tem
sido adotada como estratégia para aumentar o teor de acido acético e prolongar a estabilidade
aerobia de silagens, especialmente aquelas com maior susceptibilidade a deterioragdo no pos-
abertura (e.g. silagem de milho, silagem de sorgo, silagem de graos imidos).

De forma geral, a concentracdo de 4cido propidnico ¢ baixa em silagens (poucos ppm).
Uma das excegdes ocorre em silagens onde houve o desenvolvimento de bactérias epifitas ou
inoculadas capazes de converter 1,2-propanodiol em é4cido propionico e 1-propanol (e.g. L.
diolivorans) (Krooneman et al., 2002). A inoculag¢do com L. buchneri (capaz de produzir 1,2-
propanodiol) tem sido frequentemente associada a maiores teores de acido propidnico e 1-
propanol, especialmente em silagens com menor teor de MS (Gomes et al., 2019). Assim como
o0 4cido acético, o acido propidnico também possui atividade antifingica. Outra excec¢do ocorre
em silagens umidas mal conservadas, aonde concentragdes significativas de acido propidnico,
podem indicar o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis (e.g. clostridios) (McDonald
etal., 1991).

Silagens bem conservadas sdo virtualmente livres de acido butirico. Embora o acido
butirico possa ser produzido em quantidades pequenas por leveduras e bacillus, concentragdes
significativas de 4cido butirico (>0,3% da MS) indicam o desenvolvimento de clostridios, que
normalmente esta associado a perdas elevadas de nutrientes e baixo valor nutritivo da silagem
(McDonald et al., 1991). Além de silagens de leguminosas e capins com alta umidade, silagens
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de cana tratadas com cal também tem apresentado maiores teores de acido butirico (Custodio
et al., 2016). A ocorréncia de deterioracdo aerdbia, especialmente nas por¢des periféricas do
silo, também pode resultar no desenvolvimento de clostridios (Vissers et al., 2007). Os éacidos
iso-butirico, iso-valérico e valérico sdo, em sua maior parte, derivados de deaminagdo de
aminoacidos; logo, o aumento na concentragdo destes acidos pode indicar o desenvolvimento
de microrganismos proteoliticos, como clostridios, enterobactérias e bacillus (McDonald et al.,
1991). O desenvolvimento de clostridios frequentemente resulta em altas concentracdes de
amonia e producdo de aminas biogénicas, que estdo associadas ao baixo CMS e, em alguns
casos, problemas de satide nos animais (Scherer et al., 2015). Embora indesejavel, silagens com
altas concentragdes de acido butirico sao mais resistentes a deterioracao aerdbia, devido ao
poder antifingico deste acido.

Alcoois

O etanol ¢ o principal alcool encontrado em silagens, embora outros alcoois como 1,2-
propanodiol, 2,3-butanodiol e 1-propanol tem sido encontrados em concentragdes
significativas. Além destes, metanol, isopropanol (2-propanol ou dalcool isopropilico), 1-
butanol, 2-butanol, 2-metil-propanol (terc-butanol), 2-pentanol, 3-pentanol, 2-metil-butanol, 3-
metil-butanol, pentanol e hexanol t€m sido reportados em concentragdes trago (ppm) (Mo et
al., 2001; Weiss et al., 2009; Kalac, 2011; Hafner et al., 2013).

Altas concentracdes de etanol (>2% da MS) indicam o desenvolvimento de leveduras e,
como consequéncia, maior possibilidade de deterioragdo aerdbia em curto prazo de tempo
(Kung et al., 2018). Outros microrganismos tais como enterobactérias, bacillus, clostridios e
bactérias laticas heterofermentativas também podem contribuir com o pool de etanol em
silagens (McDonald et al., 1991). Apesar da conservacdo da maior parte da energia bruta, a
fermentacdo etanolica resulta em perdas elevadas de MS. Além disso, como parte do etanol ¢
perdido por volatilizagdo e parte do etanol consumido pelos animais ¢ convertido a acido
acético e metano no rumen, a perda de energia liquida também ¢ substancial em silagens com
alto teor de etanol (Daniel e Nussio, 2011). Mesmo que bem conservadas, culturas com
concentragdes elevadas de carboidratos soltiiveis sdo susceptiveis a fermentacao alcodlica (e.g.
cana-de-aglcar, sorgo sacarino, raiz de beterraba).

A maior parte do 1,2-propanediol em silagens advém de bactérias laticas
heterofermentativas, como um co-produto da conversao de acido latico a &cido acético (Oude
Elferink et al., 2001), embora outros microrganismos como clostridios e levedura também
possam produzi-lo em quantidades menores (Suzuki e Onishi, 1968; Sanchez et al., 1987).
Alguns pesquisadores tém especulado que o 1,2-propanodiol também teria contribuicdo no
aumento de estabilidade aerdbia observado em silagens inoculadas com L. buchneri, mas ¢é
pouco provavel que isso ocorra (Zhang et al., 2006). A conversdo de 1,2-propanodiol em 1-
propanol e acido propidnico ¢ comum em silagens inoculadas com bactérias heterolaticas,
devido a cepas indigenas ou inoculadas de L. diolivorans (Krooneman et al., 2002).
Adicionalmente, o 1-propanol pode ser produzido por leveduras e clostridios via fermentagao
de aminodcidos (treonina ou metionina) (Giudici et al., 1993; Janssen, 2004).

O 2,3-butanodiol, na maioria das silagens, ¢ um produto de fermentacdo de
enterobactérias (Nishino e Shinde, 2007). Entretanto, bactérias dos géneros Clostridium spp. e
Bacillus spp. também podem produzir 2,3-butanodiol (Nishino et al., 2007; Siemerink et al.,
2011; Fernandes, 2014). Silagens de capins tendem a apresentar concentragdes significativas
de 2,3-butanodiol. Apesar de, aparentemente, ndo afetar o desempenho animal (Mathison et al.,
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1981), a producdo de 2,3-butanodiol na silagem ndo ¢ desejavel, devido sua associacdo com
perdas elevadas de nutrientes. Um fato curioso e importante sobre o 2,3-butanodiol ¢ a sua
analise por cromatografia [gasosa (GC) ou liquida (HPLC)]. O 2,3-butanodiol se separa em dois
picos distintos durante a passagem pela coluna. Na maioria das colunas cromatograficas, o
primeiro pico pode co-eluir com o acido propidnico e o segundo pico pode co-eluir com o acido
iso-butirico. Cromatdgrafos com detectores de massas sdo capazes de diferenciar as moléculas
dentro do pico com co-eluigdo.

No caso do metanol, ¢ provavel que sua origem em silagens seja, em sua maioria,
produto da desmetilacdo da pectina, por enzimas da planta e, talvez, de microrganismos (Fall e
Benson, 1996, Steidlova e Kalac, 2002).

Pouco se sabe sobre a origem de outros alcoois encontrados em silagens (e.g. iso-
propanol, 2-butanol). Em casos raros, silagens tém apresentado alto teor de isopropanol, mas a
causa ¢ desconhecida até o momento. Leveduras e, especialmente, clostridios sdo possiveis
candidatos a producdo destes alcoois (Hippe et al., 1992). O iso-propanol e acetona sdo
facilmente interconvertidos pela enzima alcool desidrogenase (Bruss e Lopez, 2000), enquanto
o 2-butanol pode ser um produto do 2,3-butanodiol (Radler e Zorg, 1986).

Esteres

Dezenas de ésteres ja foram reportados em analises de silagens (Morgan e Pereira, 1962;
Mo et al., 2001), sendo os de maior importancia quantitativa o lactato de etila, o acetato de etila
e o acetato de propila. Embora os ésteres possam ser formados em silagens por rotas
bioquimicas (e.g. microrganismos), a formagdo abidtica por esterificacdo de acidos
carboxilicos e alcoois (i.e. reagdes quimicas) em pH &cido parece ser a rota predominante de
geracdo destes compostos, haja visto a alta correlacdo entre a concentragdo de ésteres e seus
respectivos alcoois (Weiss, 2017). Como a concentragdo de etanol e propanol normalmente sao
menores que as concentragdes de acido latico e acido acético (um exemplo de excecdo seria a
silagem de cana), a concentracdo de 4lcoois normalmente limita a formacao de ésteres, o que
evidencia a predomindncia da rota abidtica.

Cetonas e aldeidos

Cetonas e aldeidos estdo presentes em concentragdes trago em silagens (ppm ou ppb).
A principal cetona encontrada em silagens € a acetona, embora outras moléculas deste grupo
funcional possam estar presentes (e.g. 2-butanona e acetoina) (Hafner et al., 2013). A acetoina
¢ um intermedidrio da produ¢do de 2,3-butanodiol (McDonald et al., 1991).

Virios aldeidos tais como acetaldeido (etanal), propanal, 2-metil-propanal, butanal, 2-
metil-butatanal, 3-metil-butanal, pentanal, hexanal e heptanal podem estar presentes em
silagens. Os aldeidos podem ser formados como intermediarios do catabolismo de aglicares
(e.g. acetaldeido) e aminodcidos (e.g. aldeidos de cadeia ramificada). Adicionalmente, os
aldeidos sdo produzidos a partir da oxidacdo de élcoois e, especialmente, de acidos graxos
insaturados por acdo de lipoxigenases (Kalac, 2011). E provavel que esta tltima rota seja a
fonte predominante dos aldeidos acumulados em silagens.
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Amonia e aminas biogénicas

Perda de N pode ocorrer durante a ensilagem; no entanto, a perda de N normalmente ¢é
menos expressiva que a perda de outras fragdes soluveis (e.g. carboidratos soliveis), o que
geralmente culmina em silagens com teores de PB similares ou ligeiramente maiores do que a
cultura original. Por outro lado, o processo de ensilagem resulta em quebra de proteinas.

A transformagdo parcial da proteina verdadeira em compostos ndo proteicos durante a
ensilagem ¢ um processo inevitavel, desencadeado por enzimas da planta e de microrganismos
(McDonald et al., 1991). A degradacao da proteina acontece em duas fases. Primeiramente, a
hidrolise de proteinas ocorre devido as proteases (vegetais e microbianas), resultando em
peptideos e aminodcidos livres. Posteriormente, a descarboxilacio de aminoacidos leva a
formacao de didxido de carbono e aminas biogénicas (e.g. histamina, tiramina, putrescina e
cadaverina), enquanto a desamina¢do de aminoécidos resulta em NH3z e 4cidos organicos
(McDonald, 1991; Rooke ¢ Hatfield, 2003; Scherer et al., 2015).

A ocorréncia de protedlise ¢ indesejavel em forragens com alto teor de PB (e.g.
leguminosas, gramineas temperadas, capins tropicais bem manejados), pois resulta em menor
eficiéncia de uso de N (Huhtanen et al., 2008; Hymes-Fecht et al., 2013). Normalmente, altas
concentragdes de N-NH3; (>10 % do N total; Kung et al., 2018) indicam protedlise excessiva
causada pelo desenvolvimento de microrganismos indesejaveis (e.g. clostridios). Normalmente
isto ocorre em culturas com alta umidade (<30% MS), que ndo foram emurchecidas ou que nao
foram tratadas com aditivos capazes de inibir a atividade de microrganismos indesejaveis (e.g.
nitrito) ou reduzir a atividade de agua (absorventes de umidade; e.g. polpa citrica, casca de soja,
milho moido, etc.). Em alguns casos, a compactacao insuficiente da massa ensilada ou a demora
para vedacdo do silo também podem resultar em maiores teores de N-NHs. Culturas com alta
capacidade tampao e/ou baixo teor de carboidratos soluveis normalmente apresentam queda de
pH mais lenta no inicio da fermentacdo, retardando a inibicdo de proteases (da planta e de
microrganismos como as enterobactérias) e prolongando a atividade proteolitica. Alta
concentracdo de N-NH3 associada a outros produtos oriundos de mé conservagao (e.g. acido
butirico, aminas biogénicas) podem resultar em baixo CMS, menor producdo de leite e menor
eficiéncia de uso de N (Van Os, 1997).

Vale comentar que, em silagens de milho e sorgo (planta inteira ou graos), a extensao
da proteolise ¢ positivamente correlacionada a digestibilidade de amido devido a degradagao
de proteinas hidrofébicas (prolaminas) que circundam os granulos de amido (matriz proteica)
(Hoffman et al., 2011). Tal aumento na digestibilidade de amido geralmente resulta em maior
sintese de proteina microbiana ruminal e, por sua vez, maior eficiéncia de uso de N (Wilkerson
et al., 1997; Valadares et al., 1999; San Emeterio et al., 2000).

Em varios experimentos com silage de milho (planta inteira ou grdo Umido), a
inoculacdo com L. buchneri tem estimulado de modo sutil a ocorréncia de proteolise (Taylor e
Kung, 2002; Kung et al., 2007) e, ocasionalmente, resultado em maior digestibilidade de amido
(Revello-Chion et al., 2012; Silva, 2016; Santos et al., 2018). Apesar das bactérias laticas serem
reconhecidas por sua baixa atividade proteolitica, a atividade de L. buchneri resulta na
conversao de acido latico (acido forte) em &cido acético (acido fraco) e 1,2-propanodiol
(4lcool), culminando em aumento de pH, que deve beneficiar o desenvolvimento de bactérias
proteoliticas (menos tolerantes a pH baixo) no nicho ecoldgico de crescimento.
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Embora parte dos produtos de fermentacdo de silagens possam ser perdidos por
volatiliza¢do a partir do painel do silo, durante a mistura e o fornecimento da racdo e durante a
exposicdo da ra¢do no cocho, em fazendas com bom manejo da silagem, a maior parte dos
produtos de fermentagao (e.g. 90%) permanece na ragdo ofertada aos animais (Daniel e Nussio,
2011; Robinson et al., 2016) e podem alterar diretamente ou indiretamente o valor nutritivo da
dieta (Daniel et al., 2013a, 2013b).

Analises multivariadas sobre o efeito de produtos de fermentagdo no CMS

Na literatura, hé varios trabalhos de correlagdo entre produtos de fermentacdo e CMS.
Um dos primeiros foi conduzido na década de 1970 por Wilkins et al. (1971). O estudo envolveu
setenta silagens de clima temperado (azevém, cevada, alfafa, trevo, etc.) utilizadas em diversos
experimentos com ovinos. Nesta analise, o CMS foi positivamente correlacionado com o teor
de MS e a proporg¢ao de acido latico (% do total de 4cidos) e negativamente correlacionado com
o teor de acido acético e N-NHs. Rook e Gill (1990) reportaram efeito negativo de N-NH3 e
acido butirico no CMS em silagens fornecidas para novilhos de corte. A partir dai, varios outros
grupos de pesquisa publicaram estudos relacionado CMS e produtos de fermentagdo (Offer et
al., 1998; Steen et al., 1998; Huhtanen et al., 2002; Eisner, 2006; Hetta et al., 2007; Krizsan et
al., 2007). Em analise mais recente, Huhtanen et al. (2007) reportou que a concentragao total
de acidos foi a varidvel com maior correlagdo negativa com o CMS em vacas leiteiras, mas o
efeito estava viesado a extensao da fermentacao.

Em sumadrio dos trabalhos citados anteriormente, 4cido latico e etanol tém pouco ou
nenhum efeito no CMS, enquanto AGV e N-NHj3 parecem ter efeito negativo no CMS. Um
problema importante encontrado na maioria dos casos € o viés entre o perfil de fermentagdo e
a extensao da fermentagdo. Além disso, na maioria dos trabalhos, existiu colinearidade entre
varidveis, o que impede o estabelecimento de causa e efeito. Por isto, diversos estudos foram
conduzidos para demonstrar os efeitos isolados de produtos de fermentacao.

Experimentos com suplementacgdo de produtos de fermentagdo na dieta
Acido latico

A suplementagdo de acido latico na dieta de ruminantes ndo tem resultado em efeito
negativo no CMS (Ekern e Reid, 1963; Huntington e Britton, 1978; Daniel et al., 2013b). Na
préatica, silagens com fermentagdo mais homolatica tém sido consideradas mais palataveis do
que silagens com predominancia de fermentacao heterolatica.

Quando consumido, o 4cido latico pode ser absorvido ou convertido 8 AGV no rimen
(Waldo e Schultz, 1956; Hueter et al., 1956). Quando absorvido, o lactato ¢ utilizado como
substrato para gliconeogénese hepatica (Reynolds et al., 1988). Entretanto, a maior parte do
acido latico da silagem (~ 80%) € convertido a propionato pela via do acrilato, por bactérias
Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium e Veillonella alcalescens (Counotte et al.,
1983; Mackie et al., 1984; Stewart e Bryant, 1988). Nesta via, o lactato ¢ esterificado pela
coenzima-A, desidratado e, subsequentemente, reduzido por uma flavoproteina. Apods o
desligamento da coenzima-A, obtém-se o propionato. Esta rota ndo inclui passos de
carboxilagdo ou descarboxilagdo e a sintese de ATP nao foi demonstrada (Russell ¢ Wallace,
1988), o que pode teoricamente diminuir a sintese microbiana e o fluxo duodenal de nitrogénio
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ndo-amoniacal (NNA) quando carboidratos fermentesciveis sdo substituidos por 4cido latico
(Jaakkola et al., 2006; Jaakkola e Huhtanen, 1989) (Tabela 3). Por outro lado, o ambiente
ruminal utiliza dois elétrons por mol de lactato convertido a propionato, resultando em produto
mais energético (365 kcal/mol propionato) do que seu substrato (336 kcal/mol de lactato). Logo,
a recuperacao de energia metabolizavel via fermentacdo homolatica no silo pode ser superior a
100%, pois a soma da energia de duas moléculas de propionato (2 x 365 = 730 kcal) € superior
a molécula de glicose (673 kcal) que deu origem as duas moléculas de acido latico.

)>679>paEfeito da substitui¢do de sacarose por acido latico na fermentagdo ruminal

Sacarose Sac.+Ac. latico Ac. latico P linear
Riumen
pH 5,93 6,15 6,44 <0,05
NH3 (mM) 9,64 11,21 9,29 NS
Ac. latico (mM) 6,05 1,37 0,55 <0,05
AGYV total (mM) 111,1 118,3 108,5 NS
Ac. acético (mmol/mol) 593 599 609 NS
Ac. propidnico (mmol/mol) 179 225 226 <0,05
Ac. butirico (mmol/mol) 189 144 134 <0,05
Protozoarios (10°/mL) 6,8 5,8 4,1 <0,10
Duodeno
Fluxo de NNA (g/d) 97,9 96,0 90,9 <0,05
Fluxo N microbiano (g/d) 67,4 69,4 66,8 NS
N mic./MOFR (g/kg) 29,5 30,1 28,9 NS
NNA/Consumo N 0,84 0,83 0,79 <0,05

Fonte: Jaakkola e Huhtanen (1989)

A suplementagdo dietética com d4cido latico normalmente resulta em menor
concentragdo de lactato no fluido ruminal (Jaakkola e Huhtanen, 1989; Daniel et al., 2013b),
provavelmente pela adaptacdo da microbiota e consequente aumento no metabolismo deste
intermediario da fermentacdo ruminal (Huntington e Britton, 1979). Tal observa¢do apoia os
achados de maiores valores de pH ruminal para animais suplementados com &cido latico
(Jaakkola e Huhtanen, 1989; Daniel et al., 2013b).

Ainda em relagdo a sintese de proteina microbiana, Rinne et al. (2009) realizaram meta-
andlise para avaliar a necessidade de adocdo de fatores de corregdo, relativos ao suprimento de
energia para os microrganismos ruminais, via produtos de fermentacdo de silagens. A aplicagao
de desconto relativo ao conteudo de &cidos organicos das silagens inflacionou o erro de predi¢ao
da producdo de proteina do leite. Segundo os autores, os possiveis prejuizos em sintese
microbiana poderiam ser parcialmente compensados pela economia de aminoécidos para
gliconeogénese hepatica, devido o maior aporte esplénico de propionato, causado pelo consumo
de silagens ricas em 4acido latico. As menores concentragdes de glicose plasmatica em vacas
leiteiras alimentadas com silagens de capim restritamente fermentadas (alto teor de agucares,
precursores de acetato no rumen) em relacdo aquelas recebendo silagens devidamente
fermentadas (alto teor de 4cido latico) (Miettinen e Huhtanen, 1997), suportam a hipotese que
o suprimento de glicose pode ser mais limitante do que o suprimento de aminoéacidos para
animais alimentados com silagens pouco fermentadas. A partir da meta-andlise, Rinne et al.
(2009) concluiram que a inclusdo de elementos novos e teoricamente corretos em sistemas de
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avaliacdo proteica, como por exemplo, o fator de desconto para produtos de fermentagdo, nao
melhora a predi¢ao de fluxo de proteina metabolizavel.

Acido acético

Desde os experimentos pioneiros, a adi¢do de acido acético na ragdo chamou a atencao
dos pesquisadores por sua capacidade de alterar o comportamento ingestivo dos animais
(Hutchinson e Wilkins, 1971). Frederiksen e Ochia (1970) relataram que a adi¢do de niveis
elevados de 4cido acético na ragdo (> 400 mL/d) resultou em dificuldade de consumo por vacas
leiteiras, provavelmente pelo odor pungente deste acido. Nos trabalhos subsequentes, o efeito
do acido acético ndo foi consistente (Dinius et al., 1968; Senel e Owens, 1967), provavelmente
por divergéncias nos teores de acido acético na silagem e por diferencas na inclusao de silagem
na dieta, ou seja, pelos diferentes niveis de acido acético na dieta.

Recentemente nds conduzimos uma meta-analise para verificar o nivel de acido acético
capaz de inibir o CMS por bovinos leiteiros (vacas e novilhas) (Daniel et al., 2018). Nesta meta-
andlise foram incluidos apenas experimento que adicionaram 4cido acético puro na dieta ou a
silagem foi tratado com L. buchneri, para evitar que a concentragdo de acido acético fosse
viesada com alteragdes de composicao bromatoldgica da dieta. Os resultados indicaram que a
concentragdo de acido acético foi negativamente correlacionada com o CMS. Entretanto, o
efeito negativo so foi significativo quando a dieta continha >1,73% de acido acético (% MS)
(Figura 1). Entao, por exemplo, se uma dada silagem contiver 4% de acido acético (% MS), a
inclusdo maxima desta silagem na dieta ndo deve ultrapassar 43% da MS da dieta, para evitar
possiveis problemas de reducao de CMS.
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Q=YM8>"THfAuéncia do acido acético no CMS em bovinos leiteiros. Fonte: Daniel et al.
(2018)

No ruminorreticulo, o &4cido acético ¢ incorporado ao pool ruminal de AGV,
subsequentemente removido por absorcao e passagem (Resende Junior et al., 2006) e utilizado
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pelos tecidos como energia metabolizavel (MacLeod e Orskov, 1984; Bergman, 1990; Orskov,
1995).

Acido butirico

Experimentos com adi¢ao de 4cido butirico na dieta sdo raros na literatura. Senel e Owen
(1967) suplementaram 1% de acido butirico (% MS) na dieta de vacas em lactacdo (50% feno
de alfafa e 50% de concentrados). Comparativamente ao grupo controle, as vacas
suplementadas com 1% de acido butirico apresentaram tendéncia de diminuigao de CMS (16
vs. 15,7 kg/d) e produgao de leite (17,1 vs. 16,8 kg/d). Nao houve alteragdo do teor sanguineo
de corpos cetdnicos, nem de glicose.

Oetzel (2007) sugere que a ingestdo de acido butirico em doses superiores a 50-100 g/d
podem induzir cetose (tipo III), especialmente em vacas recém-paridas. Na pratica, fornecer
silagem com alto teor de acido butirico, certamente causara prejuizo na producao e na qualidade
do leite, devido ao menor CMS, menor valor nutritivo da silagem (mal conservada), presenga
de outros compostos indesejaveis (e.g. aminas biogé€nicas) e maior risco de contamina¢do do
leite com esporos de clostridios.

Nos tecidos dos animais, o acido butirico ¢ convertido a corpos cetonicos (B-OH-
butirato, acetoacetato e acetona). Durante a passagem do sangue pelas visceras, parte da acetona
difunde para o fluido ruminal, sendo convertida a iso-propanol pela microbiota. O iso-propanol
¢ absorvido e parcialmente excretado no leite. Halfen (2017) suplementou vacas em lactagao
com butirato de sddio e observou que algumas amostras de leite foram positivas ao teste para
determinag¢do qualitativa de alcool. A presenga de alcoois no leite ¢ indesejavel, pois ¢
considerada fraude pela industria de laticinios, independentemente de sua origem (origem
metabolica ou adi¢do fraudulenta para mascarar adicdo de 4gua no leite). Cargas de leite
positivas ao teste qualitativo de dlcool sdo descartadas e o produtor responsavel pelo leite que
contaminou a carga devera pagar pelo volume das demais propriedades.

Etanol

O interesse pelos efeitos do etanol no CMS, metabolismo e desempenho animal nao ¢é
recente (Emery et al., 1959; Frederiksen e Ochia, 1970). Nos primoérdios, o etanol foi
largamente estudado como aditivo alimentar em dietas de baixo valor nutritivo. A posteriori, a
presenca de etanol em alimentos fermentados (ex. silagens e subprodutos de processos
fermentativos) passou a ser o interesse principal dos experimentos.

Logo nos primeiros estudos, ficou demonstrado que o etanol consumido ¢ metabolizado
pelos microrganismos ou absorvido pelo rimen (Moomaw e Hungate, 1963; Orskov et al.,
1967). Durix et al. (1991) infundiram etanol marcado com '*C em simulador ruminal de fluxo
semi-continuo (Rusitec). A sintese de proteina microbiana foi diminuida com a suplementagao
de etanol, apesar da digestibilidade dos substratos solidos permanecer inalterada. Porém, a
producdo de AGV foi aumentada em até 40%, sendo que o acetato representou 80% dos AGV
formados a partir do etanol. A maior parte dos equivalentes redutores (elétrons) desta oxidagao
foi utilizada pelos microrganismos metanogénicos para reduzir COz a CHa.

Embora algumas espécies de microrganismos ruminais sejam susceptiveis ao etanol
(Caldwell e Murray, 1986), este alcool poderia desencadear efeitos favoraveis ao ambiente
ruminal. No experimento conduzido por Chalupa et al. (1964), a digestibilidade in vitro da
celulose foi aumentada em 6% pela adicao de etanol na dose de 2% da MS. Para justificar este
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ganho, os autores se apoiaram na ideia que o etanol ¢ fonte de energia prontamente disponivel
para os microrganismos. Além disso, o fornecimento de elétrons pela oxidacdo do etanol a
acetato poderia, supostamente, diminuir o potencial redox (En) do fluido ruminal, encurtar a
fase lag de crescimento e acelerar a atividade dos microrganismos. Todavia, em experimento
adjacente com vacas canuladas, a concentracdo ruminal de amodnia atingiu pico
significativamente superior e os autores especularam que o etanol diminuiu a atividade
microbiana e, consequentemente, a utilizagdo de amonia para sintese proteica.

Otsuki et al. (1991) investigaram os efeitos de altas doses de etanol (5,65% da MS) em
ragdes ricas em concentrado ofertadas para novilhos canulados. Nao foram observadas
alteragdes no pH e no En do fluido ruminal, enquanto as concentracdes de acetato e amonia
foram superiores para o tratamento etanol. As populagdes de protozodrios ruminais foram
marcadamente reduzidas pelo consumo de etanol.

Na década de 1990, o interesse pela utilizagdo de residuos agroindustriais como
alimentos para ruminantes ocorreu de forma crescente. Dentre os subprodutos, encontrava-se o
residuo timido de graos de destilaria. Naquela época, o processo de destilagdo era menos
eficiente e o subproduto continha em média 10% de etanol. Ham et al. (1994) compararam o
valor nutricional do etanol ao do milho laminado a seco. A substitui¢ao de 5% ou 10% do milho
por etanol ndo afetou o CMS, o ganho de peso e a eficiéncia alimentar de cordeiros.

Randby et al. (1999) suplementaram 600 g/d de etanol para vacas em lacta¢dao. Quando
o etanol foi considerado nos célculos, o CMS e a produgao de leite corrigido para energia foram
superiores ao controle, pelas maiores concentragdes de gordura e proteina no leite. Maiores
proporcdes de acidos graxos C14:0 e C16:0 e menores propor¢des de C14:1, C15:0, C18:1,
C18:2 e C20:1 foram observadas na gordura do leite de vacas que receberam etanol.
Experimentos anteriores ja haviam demonstrado aumento no teor de gordura com alteragdo do
perfil de 4cidos graxos do leite. Orskov et al. (1967) reportaram maior teor de gordura no leite,
com maiores propor¢des dos acidos graxos C12:0, C14:0 e C16:0 e menores proporcdes de
C18:1 e C18:2. Pradhan e Hemken (1970) também observaram que o maior teor de gordura foi
associado a maior propor¢ao de C16:0 e menor propor¢cdo de C18:1 no leite. Gould (2000)
realizaram experimento com ovinos adaptados cirurgicamente com canulados no ramen, no
duodeno e no ileo, suplementados com 2% de etanol em dieta rica em forragens. A
suplementagdo com etanol resultou em menor fluxo duodenal de intermedidrios da
biohidrogenacdo ruminal (CLA cis9, transll; C18:1 transl1). O suprimento adicional de
elétrons pela oxidagdo de etanol & acetato pode ter estimulado a biohidrogenacdo ruminal nos
experimentos citados anteriormente. Plascencia et al. (1999) sugeriu que a biohidrogenagao
ruminal foi diretamente proporcional a produgdo de metano, o que também ¢ frequentemente
observado nos experimentos com a suplementagdo de etanol (Czerkawski e Breckenridge,
1972; Yoshii et al., 2005) (Tabela 4).
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)>679>T aEfeito do etanol nas produgdes de AGV e metano (in vitro)

Etanol suplementado (mmol)

0 34
Etanol metabolizado (mmol/24 h) - 13,4
Etanol metabolizado (%) - 394
Metano (mmol) 14,4 21,3*
Acetato (mmol) 32,2 45,2%
Diferenca em acetato (mmol) - 13,0
Propionato (mmol) 13,6 13,2
Butirato (mmol) 3,8 4,1
AGV (mmol) 49.6 62,5*

* P<0,05. Fonte: Yoshii et al. (2005).

Kristensen et al. (2007) avaliaram o metabolismo de &lcoois oriundos de silagens em
vacas leiteiras. Parte dos dlcoois foi metabolizada pelos microrganismos ruminais e/ou pelo
epitélio ruminal e parte foi absorvida. Da fragdo absorvida, a maior parte foi metabolizada pelo
figado. Em outro estudo da mesma equipe (Raun e Kristensen, 2009), o metabolismo de etanol
foi avaliado em vacas leiteiras recém paridas. Com o avangar da lactacdo, o CMS e de etanol
aumentou, mas a recuperacao portal de etanol diminuiu, provavelmente pela adapta¢do ruminal
(microrganismos e epitélio). Pradham e Hemken (1970) também encontraram maiores taxas de
metabolizag¢ao de etanol pelo fluido ruminal de vacas adaptadas ao etanol. No mesmo trabalho,
as ragdes com maiores teores de concentrados induziram maiores taxas de oxidagao do etanol.
O fendmeno da adaptacdo pode ocorrer por aumento da populagdao microbiana e/ou da atividade
enzimdtica nas unidades consumidoras de etanol (células microbianas ou células do epitélio
ruminal). Nos trabalhos dinamarqueses, o metabolismo de etanol pelos microrganismos
ruminais, pelo epitélio ruminal e pelo figado resultaram em baixas concentragdes arteriais. Nos
dois experimentos ndo houve indicios de saturagdo do metabolismo de etanol, visto as baixas
concentragdes arteriais deste composto (Tabela 5). Considerando os pardmetros da cinética de
Michaelis-Menten (Vmax € Km) obtidos em ovinos, e a dose de etanol potencialmente
consumivel por ruminantes via silagem, Jean-Blain et al. (1992) concluiram que, em condigdes
normais, os sistemas enzimadticos relacionados ao metabolismo de etanol (microrganismos,
epitélio ruminal e figado) ndo seriam saturados e a concentragdo plasmatica de etanol sempre
seria baixa.

Nos hepatocitos operam trés rotas de metabolismo do etanol. No citoplasma o etanol ¢
oxidado a acetaldeido pela enzima alcool desidrogenase, e requer a coenzima nicotinamida
adenina dinucleotideo em sua forma oxidada (NAD") para carrear os elétrons. Nos
peroxissomas o etanol ¢ oxidado pela catalase e o peroxido de hidrogénio ¢ o aceptor de
elétrons. O citocromo P450 2E1 (CYP2E1) presente nos microssomas, assume papel importante
no metabolismo quando o etanol se apresenta em concentragdes elevadas. Nas mitocondrias, o
acetaldeido gerado pelas trés rotas ¢ metabolizado a acetato pela acetaldeido desidrogenase.
Nesta oxidagdo, a coenzima NAD* também ¢ o aceptor de elétrons (Lieber e Abittan, 1999).
Como resultado, a oxidacdo hepatica do etanol gera excesso de equivalentes redutores e
hipoteticamente, a oxidag¢do de alcoois no figado poderia ser comprometida em animais com
cetose (alta razio NADH:NAD+). Entretanto, a capacidade de metabolismo de alcoois por
vacas leiteiras foi claramente demonstrada pelos experimentos da equipe dinamarquesa,
incluindo vacas no periodo de transi¢ao (Raun e Kristensen, 2011).
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)>679>AaMetabolismo ruminal e esplancnico de etanol em vacas leiteiras

Item Kristensen et al. (2007) Raun e Kristensen (2009)
Dias em lactagao 257 4 15 29
CMS (kg/d) 15,8 14,7 16,5 19,7
Etanol na dieta (% MS) 1,42 1,9 1,9 1,9
Etanol no ramen (mM) 2,86 3,2 33 2,8
Recuperacao portal (%) - 39% 28% 24%
Fluxo portal liquido (mmol/h) 113 71 97 114
Fluxo hepatico liquido (mmol/h) -131 - - -
Fluxo esplancnico liquido (mmol/h) -18 - - -
Concentragao arterial (mM) 0,165 0,046 0,073 0,074

Tendo em vista a conversdo de etanol a acetato, e considerando a recuperagdo portal de
1/4 para o etanol, em vacas adaptadas (Raun e Kristensen, 2009), ¢ de se esperar que o valor de
energia liquida de lactacdo (ELL) deste composto se apresente proxima a 2,9 Mcal/kg. Do ponto
de vista da conservagdo de energia liquida, 1 kg de etanol é gerado no silo as custas de
aproximadamente 2 kg de sacarose (McDonald et al., 1991), que contém 4,5 Mcal de ELL (2 x
2,26 Mcal/kg; NRC, 2001). Assim, a fermentagdo alcoolica gera perda de ELr da ordem de
35% [(4,5 — 2,9) /4,5]. Esta propor¢do pode ser ainda maior se o fato da volatilizagdo for
considerado.

Daniel et al. (2013a) compararam o desempenho de vacas leiteiras de alta producao
suplementadas com etanol ou 4cido acético durante sete semanas. As doses finais presentes nas
dietas ofertadas foram 3,20% de etanol e 4,26% de acido acético (%MS). Menos de 10% dos
compostos presentes na ra¢ao ofertada foi perdida por volatilizagdo. O acido acético reduziu
ligeiramente o CMS, mas as vacas apresentaram tendéncia de se adaptarem ao acido acético ao
longo do experimento. Por outro lado, a suplementacdo com etanol aumentou a produ¢do de
leite, de proteina e de lactose (Tabela 6). Ao contrario dos estudos anteriores, nao foi observado
alteragao do teor de gordura do leite, sugerindo que o fluxo portal de acetato (e etanol) nao foi
limitante para a sintese de gordura na glandula mamaria.

)>679>f aDesempenho de vacas leiteiras suplementadas com etanol ou acido acético

Item Controle Etanol Ac. acético EPM P
CMS (kg/d) 22,1% 23,1% 21,3y 0,54 0,07
Leite (kg/d) 35,80 37,92 35,3b 0,75 0,04
Gordura (%) 3,55 3,43 3,69 0,11 0,20
Proteina (%) 3,32 3,33 3,29 0,03 0,56
Lactose (%) 4,67 4,65 4,67 0,03 0,84
Gordura (kg/d) 1,25 1,29 1,31 0,05 0,74
Proteina (kg/d) 1,192 1,26% 1,15° 0,03 0,03
Lactose (kg/d) 1,65° 1,76 1,64° 0,04 0,03

Teste de Tukey-Kramer, a = 0,05 (a,b) ou a = 0,10 (x,y). Fonte: Daniel et al. (2013a).

E interessante o fato de que mamiferos de forma geral apresentam boa aceitabilidade ou
preferéncia por etanol (Richter e Campbell, 1940) e, apesar de os experimentos com animais
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ndo mostrarem efeitos negativos no consumo e no desempenho, por muito tempo a comunidade
de técnicos e pesquisadores presumiu o efeito negativo deste dlcool no CMS.

1-Propanol

Os efeitos do 1-propanol no metabolismo de vacas leiteiras foram examinados em trés
experimentos por pesquisadores dinamarqueses (Kristensen et al., 2007; Raun e Kristensen,
2011; Raun e Kristensen, 2012). Nos trés experimentos, o 1-propanol ndo afetou o CMS e a
producdo de leite, mas em dois experimentos o 1-propanol reduziu o teor de gordura do leite.

No fluido ruminal, o 1-propanol é parcialmente convertido a propionato (via propanal,
via dalcool desidrogenase e aldeido desidrogenase) e a acetato de propila (reacdo de
esterificacdo), diminuindo a razdo acetato:propionato (Raun e Kristensen, 2011; Raun e
Kristensen, 2012). Em um dos experimentos conduzidos pela equipe dinamarquesa, a
concentragdo de butirato no fluido ruminal foi negativamente correlacionada com a
concentragdo de acetato de propila, indicando o potencial deste éster em modular a atividade
microbiana no rumen (Kristensen et al., 2007). A fracdo de 1-propanol absorvida ¢
metabolizada pelo epitélio ruminal e pelo figado. Os hepatocitos tém alta afinidade e capacidade
de conversao deste dlcool em glicose (Raun e Kristensen, 2012). Em todos os experimentos as
concentragdes arteriais de 1-propanol foram baixas, mesmo com suplementacdo em doses
elevadas. Nao houve problemas clinicos ou indicagdo de saturagdo da capacidade de
metabolismo de alcoois encontrados em silagens.

Recentemente, Silva et al. (2017) examinaram os efeitos do 1-propanol (1% da MS da
dieta) no desempenho de vacas leiteiras. As vacas suplementadas com 1-propanol tiveram
maior concentragdo de 1-propanol no fluido ruminal, maior concentragao plasmatica de glicose
e menor concentragdo plasmatica de dcidos graxos ndo-esterificados (AGNE). Entretanto, o 1-
propanol nao foi capaz de alterar o CMS, a digestibilidade aparente de nutrientes, a producdo e
a composi¢do do leite (Tabela 7). Ao contrario dos experimentos da equipe dinamarquesa, o
aumento do status glicogénico induzido pelo 1-propanol nao foi suficiente para deprimir o teor
de gordura do leite.

)>67 9*BaDesempenho de vacas leiteiras recebendo dietas com silagem de milho inoculada
com L. buchneri (1x10° ufc/g) ou suplementada com 1-propanol (1% da MS da dieta)

Tratamento
Item Controle L. buchneri  1-Propanol EPM  P-valor
CMS (kg/d) 20,9 20,5 20,0 0,50 0,26
Producao de leite (kg/d) 32,1 31,3 31,3 1,45 0,35
Gordura do leite (%) 3,53 3,51 3,60 0,010 0,72
Proteina do leite (%) 3,38 3,33 3,39 0,011 0,92
Digestibilidade ap. da MS (%) 68,8 67,6 68,9 0,67 0,23
Glicose plasmatica (mg/dL) 59,1Y 59,1Y 64,3* 1,93 0,08
AGNE (mmol/L) 0,184 0,189 0,157° 0,011 0,04

Teste de Tukey-Kramer, a = 0,05 (a,b) ou a = 0,10 (x,y). Fonte: Silva et al. (2017).
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1,2-Propanodiol

Nielsen e Ingvartsen (2004) compilaram publicagdes sobre os efeitos do 1,2-
propanodiol no desempenho e no metabolismo de vacas leiteiras. O efeito do 1,2-propanodiol
no CMS ndo foi consistente entre os estudos, mas reduzi o CMS em alguns experimentos
(Dhiman et al.1993; Miyoshi et al., 2001), provavelmente devido a baixa palatabilidade deste
composto (Johnson, 1954). Nas concentragdes encontradas em silagens, € pouco provavel que
o 1,2-propanodiol tenha algum efeito no CMS. E vélido notar que nos trabalhos revisados por
Nielsen e Ingvartsen (2004), o 1,2-propanodiol tendeu a aumentar a produgao de leite e reduzir
o teor de gordura do leite, sem afetar o teor de proteina do leite em vacas no inicio da lactagao,
provavelmente pelo efeito glicogénico deste alcool e seus metabdlitos produzidos no rimen
(propanal, 1-propanol e propionato).

Kristensen et al. (2002) e Kristensen e Raun (2007) examinaram o metabolismo do 1,2-
propanodiol em vacas leiteiras. Os autores concluiram que a maior parte do 1,2-propanodiol
consumido ¢ metabolizado pelos microrganismos do rimen, enquanto uma pequena parte
(<10%) ¢ perdido na urina e o restante ¢ lentamente metabolizado pelos tecidos do animal. No
fluido ruminal, 1,2-propanodiol ¢ degradado em quantidades equimolares de 1-propanol e
propionato, sendo o propanal um intermediario do processo (Czerkawski e Breckenridge,
1973). No figado, o 1,2-propanodiol ¢ principalmente convertido & L-lactato via alcool
desidrogenase e aldeido desidrogenase. Nos dois experimentos da equipe dinamarquesa, a
infusdo ruminal de 1,2-propanodiol aumentou a resisténcia a insulina e diminuiu a razao entre
metabolitos cetogénicos e glicogénicos no plasma, diminuindo a lipolise e a demanda de glicose
pelos tecidos periféricos (Kristensen et al., 2002; Kristensen e Raun, 2007). Assim como para
discutido anteriormente para o possivel efeito do 1,2-propanodiol no CMS, nas concentragdes
encontradas em silagens, ¢ pouco provavel que o 1,2-propanodiol tenha efeitos significativos
no metabolismo, sobretudo considerando o consumo fracionado deste alcool ao longo do dia.

2,3-Butanodiol

Na década de 1980, Mathison et al. (1981) avaliaram o efeito da suplementacdo de 2,3-
butanodiol para ovinos (0, 1, 3 ou 5% da MS). Nao houve alteracdo do CMS, digestibilidade
de nutrientes e ganho de peso. Uma pequena parte do 2,3-butanodiol consumido foi perdido por
excre¢dao (4 a 12%), sendo a maior parte da excrecdo por via urinaria. Houve aumento
consideravel na perda de 2,3-butanodiol por excrecdo quando o consumo ultrapassou 2,5 g/kg
PV.

Esteres

Raun e Kristensen (2012) suplementaram vacas leiteiras com 1-propanol (5% MS) ou
1-propanol (5% MS) + acetato de propila (1,5% MS). Em relagdo ao grupo controle, os
tratamentos ndo afetaram o CMS e a producdo de leite. Embora o I-propanol induziu
diminui¢do da secrecdo didria de gordura no leite (1,20 vs.1,08 kg/d; controle e tratados,
respectivamente), a adicdo de acetato de propila ndo alterou a resposta. A partir das variaveis
metabolicas, os autores sugeriram que o acetato de propila deve ter alterado a microbiota
ruminal e estimulado o metabolismo do epitélio ruminal, resultando em mudanga no perfil de
nutrientes absorvidos. Por exemplo, as concentracdes arteriais de L-lactato e butirato foram
menores, enquanto o pH arterial e as concentragdes arteriais de etanol, propanol, iso-propanol
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e iso-butirato foram maiores para o tratamento com acetato de etila comparativamente aos
tratamentos 1-propanol e controle. Nenhum sintoma clinico foi observado nos animais, que
pudessem indicar irritagdo do sistema respiratdrio ou problema metabolico causado por
inalagdo ou ingestdo de acetato de propila.

Recentemente, Gerlach et al. (2019) investigaram os efeitos de ésteres de baixo peso
molecular no CMS por caprinos. Lactato de etila e acetato de etila foram suplementados em
doses crescentes, na presenga ou auséncia de etanol. Nos trés ensaios reportados pelos autores,
os ésteres ndo alteraram o comportamento alimentar nem o CMS em curto prazo. Com base na
quantidade limitada de informagdes, parece que os ésteres de silagens ndo causam efeitos
negativos no desempenho de vacas leiteiras, mas novos estudos sdo bem vindos para esclarecer
possiveis efeito de longo termo e também na qualidade do leite.

I;"9OMK;L=>"<FC"J8F<MDFC"<7" 78E7;D>NOF"<7"C=9>Y7;C",>"| M &><7"<F"

Até o momento, a quantidade de informacdes sobre a transmissdo de odores de silagens
e seus efeitos na qualidade do leite ¢ limitada e inconclusiva. Em algumas ocasides, o consumo
de silagens pode resultar em leite com off-flavor, especialmente no caso de silagens mal
conservadas.

Randby et al. (1999) suplementaram 600 g/d de etanol para vacas em lactagdo e
observaram que nao mais do que 0,2-0,3% do etanol foi recuperado no leite. O tratamento com
etanol foi combinado num fatorial com a fonte de graos de cevada (ensilado ou preservado com
acido propionico). Embora as amostras de leite das vacas suplementadas com etanol tenham
recebido escore mais baixo num teste sensorial, indicando off-flavor, a quantidade de etanol
presente no leite ndo foi capaz de explicar a pior qualidade sensorial e o efeito do etanol na
qualidade organoléptica do leite foi menor para vacas recebendo cevada preservada com acido
propidnico. Ainda, a adi¢do direta de etanol em amostras de leite controle ndo resultou em off-
flavor. A transmissdo de outros compostos (produtos ou ndo do metabolismo do etanol) podem
ter contribuido para o sabor alterado do leite das vacas suplementadas com este alcool. O teor
de acetona no leite aumentou com a suplementacdo de etanol para as vacas.

Randby (2007) avaliou a influéncia da suplementagdo com 1-propanol e
dimetilsulfureto (DMS; um produto da degradagdo de metionina) na qualidade organoléptica
do leite. A suplementacio de 1-propanol ou 1-propanol+DMS reduziu a qualidade
organoléptica do leite ordenhado a tarde, aumentando a frequéncia de notas que remetiam a
malte, ra¢do, ranco e mistura de flavores. Entretanto, os tratamentos nao influenciaram o flavor
do leite ordenhado de manha, indicando que os compostos foram metabolizados em algumas
horas apds o consumo.

A transmissdo de odores de silagens para o leite pode se dar por inalagdo (vias aéreas
— pulmdes — sangue — glandula mamaria — leite) ou por ingestao (trato digestorio — sangue
— glandula mamaria — leite) (Morgan e Pereira, 1962). Shipe et al. (1962) investigaram a rota
de transferéncia de compostos volateis (presentes em silagens) para o leite e o0 aroma resultante
a partir de cada composto, julgado por pessoas treinadas. Eles demonstraram que as substancias
podem ser transferidas por ambas as rotas (inalagdo e ingestdo) e que o flavor do leite de vacas
que receberam ésteres e alcoois lembraram notas mais agraddveis e adocicadas, enquanto o
flavor transmitido por cetonas (acetona e 2-butanona) remeteram a notas desagradaveis (aroma
de ingredientes de ragdo) (Tabela 8). E interessante notar que os acidos butirico e propionico
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tipicamente presentes em silagens mal fermentadas ndo induziram off-flavor no leite
(certamente porque sdo produtos da fermentacao ruminal).

)>679>"ma Flavores perceptiveis em amostras de leite de vacas que receberam compostos
volateis

Substancia Termo usado para descrever o flavor

Etanol Adocicado, baunilha, éster

1-Propanol Alcool, baunilha, cola/adesivo com base em solvente
2-Butanol Adocicado, éster, xileno

Acetona Ragdo, vaca, adocicado, silagem

2-Butanona Feno, adocicado, aromatico, vaca

n-Butanal Malte

Destilado de silagem de capim  Frutado, adocicado, cetona, aromatico, ragdo, fermentado
Destilados de silagem de milho Frutado, aromatico, adocicado, fermentado
Fonte: Adaptado de Shipe et al. (1962).

Aparentemente ¢ consenso na literatura que amostras de leite “normal” contém os
mesmos compostos aromaticos encontrados em amostras com off-flavor, mas que mudangas
nas concentragdes absolutas ou relativas dos compostos podem resultar em off-flavor (Shipe et
al., 1962; Mounchili et al., 2005; Huhtanen et al., 2010).

,V>9=>NOF"F8Y>;F9qJD=L>"<7"C=9>Y7,;C

As propriedades organoléticas de qualquer matéria sdo aquelas passiveis de percepgao
pelos sentidos (olfato, visdo, paladar e tato). A presenca de produtos de fermentacdo, em sua
maioria volateis e odorantes (capazes de provocar percepgao olfativa), destacam a importancia
do cheiro na avaliagdo organoléptica de silagens. Na tabela 9, encontram-se as principais
caracteristicas organolépticas de silagens.

E valido lembrar que silagens bem conservadas ndo apresentam odor forte ou sui
generis, pois o acido latico ¢ inodoro. Em geral, silagens bem conservadas devem apresentam
odor leve de vinagre (4cido acético).
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)>679>T aCaracteristicas organolépticas de silagens

Dependendo no nivel de acido
acético na silagem e da proporg¢ao
de silagem na dieta, pode haver

Caracteristica Significado Causa
Cheiro forte de vinagre, | Acido  acético em  altas | Silagens umidast (<30% MS) apresentam
ardor nos olhos e nariz concentracdes. maior risco de producdo elevada de acido

acético. A aplicagdo de inoculantes
heterofermentativos em forragens timidas
¢ um fator de risco.

Pode indicar o desenvolvimento
de microrganismos indesejaveis
(e.g. clostridios, leveduras) ou o
desenvolvimento de bactérias
produtoras de 1-propanol (e.g. L.
diolivorans)

reducdo de CMS.
Cheiro frutado, | Presenca de alcoois | Culturas com teor elevado de agucares
adocicado (principalmente etanol) e ésteres. | soluveis] (e.g. cana-de-agucar, sorgo
Possivel desenvolvimento de | sacarino, raiz de beterraba), ensiladas sem
leveduras durante a fermentacdo. | aditivos capazes de inibir fermentacdo
alcoolica, e/ou manejo incorreto durante
ensilagem (compactagdo/vedagdo) e/ou
descarregamento.
Cheiro de | Presenca de cetonas, ésteres e | Causas variadas, normalmente associadas
esmalte/acetona  (para | alcoois tais como 1-propanol e | & manejo incorreto (incluindo demora
unhas) iso-propanol. durante o enchimento do silo e/ou teor

muito elevado de MS e/ou compactacao
insuficiente e/ou falhas na vedag¢do) ou
desenvolvimento de bactérias produtoras
de 1-propanol (epifitas ou inoculadas).

podre, urina, vomito

Cheiro de terra Presenca de Bacillus spp. Manejo incorreto durante ensilagem
Pode  indicar  deterioragdo | (compactagdo/vedagdo) e/ou
aerobia. descarregamento.

Cheiro de bolor/mofo Desenvolvimento de fungos. Manejo incorreto durante ensilagem
Indica deterioragdo aerdbia. (compactacdo/vedagao) e/ou

descarregamento.

Cheiro de rango, peixe | Desenvolvimento de clostridios. | Silagem com alta umidade e/ou

contaminac¢do com solo, e/ou baixa razio
aclcar soltvel/capacidade tampado, e/ou

alaranjado/avermelhado
ou silagem amarelada
proximo a “boca” do silo
ou outro ponto de escape
de gas.

nitrogénio (e.g. 6xido nitroso).
Estes gases sdo altamente
toxicos.

manejo incorreto durante ensilagem
(compactacdo/vedagao) e/ou
descarregamento.
Cheiro de fumo Indica que houve aquecimento da | Falhas de compactagdio e vedagdo.
silagem (reacdo de Maillard). Normalmente ocorre com  silagens
emurchecidas por mais tempo que o
desejavel (e.g. pré-secado de alfafa > 50%
MS)
Gas Produgdo elevada de 6xidos de | Normalmente culturas que sofreram

estresse (e.g. hidrico ou frio), resultando
em maior teor de nitrato residual. Maior
risco de ocorréncia se estas lavoras forem
colhidas com maior umidade. Geralmente
aparece nos primeiros dias apds a
ensilagem.

T Pode-se ter ideia da magnitude do teor de matéria da silagem apertando-se uma amostra com a méao, para
avaliar a ocorréncia de efluente durante a pressdo e a velocidade com que o “bolo de silagem” se desmancha
apos aliviar a pressdo, da seguinte maneira: MS<20-22%: efluente escorre continuamente durante a pressao
e 0 bolo se desmancha lentamente; MS 20-22 a 30-32%: efluente pinga durante a pressdo e o bolo se
desmancha com maior prontiddo; MS >30-32%: ndo ha produgao de efluente durante a pressdo e o bolo se
desmancha rapidamente.  Normalmente, o teor de carboidratos soluveis € substancial quando as maos ficam
pegajosas/grudentas apos esfregar/manipular uma amostra de silagem.

Fonte: Wilkinson (2005); Kung et al. (2018).
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Embora pratica, a avaliagdo organoléptica nem sempre resulta em conclusdes definitivas
sobre a qualidade da silagem. Além disso, a avaliacdo de silagens pelo cheiro pode oferecer
riscos a saude (do avaliador), por exemplo, pela aspiracdo de esporos fungicos. Logo, deve-se
ter cautela ao considerar este tipo de avaliagdo.

-F;C=<78>No7C"'=;>=C

Os produtos de fermentacao tém papel central no processo de conservagao de silagens,
tanto durante o periodo de estocagem (anaerobiose), quanto no pos-abertura (aerobiose).
Adicionalmente, os produtos de fermentacdo podem afetar o consumo de alimentos, o
metabolismo, desempenho e a qualidade do leite.
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Whole-plant corn silage (WPCS) is the predominant forage used in dairy cattle diets
worldwide. On average, approximately 110 million Mg of fresh corn forage per year is
harvested in the United States. Besides providing energy for maintenance and lactation, coarser
WPCS particles stimulate chewing and salivation, rumination, gut motility and health, regulate
feed consumption and are the structural basis of the ruminal mat, which is crucial for ruminal
digestion. Starch and fiber are the main sources of energy for dairy cows fed corn silage-based
diets and therefore improvements in digestibility of these nutrients may increase milk
production or reduce feed costs through enhanced feed efficiency. Greater digestibility of
WPCS fiber is desired for productivity, profitability and environmental reasons. The purpose
of this paper is to review selected recent developments and strategies that may influence the
nutritive value of WPCS with focus on fiber digestibility. Furthermore, this manuscript
discusses the efficacy, mode of action, benefits and disadvantages of different technologies for
improving fiber digestion.

Q=678"<=Y7CD=6=9=Db

Incomplete fiber digestion reduces the profitability of dairy production by limiting
intake and hence, animal productivity, and increasing manure production. A 1-unit increase in
forage NDF digestibility (NDFD) is associated with 0.17 and 0.25 kg/d increases in DMI and
milk production, respectively (Oba and Allen, 1999). Lignin is the key obstacle to fiber
digestion as it obstructs the enzyme access to the digestible fiber fractions, cellulose and
hemicellulose. In addition, rumen microorganisms cannot breakdown lignin. Due to its
importance to animal performance, this association between lignin and other fibrous fractions
(i.e. cellulose and hemicellulose) is considered in many diet formulation models. This
undigested or indigestible NDF fraction is estimated using either lignin or quantified as the
proportion of NDF remaining after in vitro or in situ ruminal incubations (i.e. 240 h uNDF).
Thus, the reduction of lignin or indigestible NDF fractions in forages improves fiber
digestibility.

1Department of Animal Sciences — University of Florida.
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Storage length

Although allowing an extended storage may be beneficial for increasing starch
digestibility (as reviewed by Kung et al., 2018), research does not support the same fate for
NDF digestibility. Overall, data from several sites across the U.S. demonstrate that extended
storage does not change or slightly reduces NDF digestibility in corn silage (Kung et al., 2018).
In addition, a recent study by Gerlach et al. (2018) evaluated in vitro gas production of the NDF
fraction in WPCS stored from 0 to 120 d. Fiber digestibility was unaffected by prolonged
storage.

Chopping and shredding

Despite the undeniable benefits of coarser forage particles on ruminal mat formation,
chewing activity, digestion, and milk fat content (Allen, 1997; Mertens, 1997), long forage
particles may limit intake through reduced ruminal passage rate and increased fill (Mertens,
1987). Furthermore, they promote dietary sorting (Leonardi and Armentano, 2003), and
enhance the time spent consuming a meal (Grant and Ferraretto, 2018). Although particle size
can be manipulated to enhance fiber digestibility, research findings have been inconsistent, and
the outcome is not related to alterations in the chemical composition of forage fiber. A meta-
analysis of published studies (Ferraretto and Shaver, 2012b) reported that digestibility of dietary
NDF, DMI, and milk production were not altered by chop length of corn silage. This should
not be surprising as fiber digestion is influenced by many factors and the combination of the
benefits of long or short forage particles may be countered by the disadvantages. For instance,
short forage particles have greater surface area for bacterial attachment, which may enhance
forage digestibility despite their faster passage rate (Johnson et al., 1999). In contrast, coarse
particles are retained for longer periods in the rumen and require more chewing leading to
greater ruminal pH (Allen, 1997), which is conducive for cellulolytic bacteria and forage
digestion in general.

Shredding ensiled whole-plant corn at harvest is an effective method to alter the physical
characteristics of the silage. A recently developed form of silage, called corn shredlage, is
produced when corn forage is harvested with a self-propelled forage harvester fitted with cross-
grooved crop-processing rolls set at approximately 20% greater roll speed differential and
chopped at a greater theoretical length of cut (22 to 26 mm) than the norm. Despite the longer
chop length used, the shredding process causes greater damage to coarse stover particles and
kernels than conventional harvesting. Compared to conventionally processed silage, yields of
3.5% FCM and actual milk were increased by 1.0 and 1.5 kg/cow per day when whole-plant
corn was harvested as corn shredlage using either conventional (Ferraretto and Shaver, 2012a)
or brown midrib (BMR; Vanderwerff et al., 2015) hybrids, respectively. These results were
attributed to the greater kernel breakage obtained by shredding whole-plant corn and the
corresponding improvements in ruminal in situ and total tract in vivo starch digestibility
(Ferraretto and Shaver, 2012a; Vanderwerff et al., 2015). Surprisingly, despite what appeared
to be more thorough damage to the fibrous portion of the forage, Vanderwerff et al. (2015)
reported that total tract NDFD was 2 percentage units lower when cows were fed corn shredlage
instead of conventionally processed corn silage. These authors associated this response with the
negative effects of the greater digestibility of shredlage starch on total tract NDFD. This
premise was supported by the fact that ruminal in situ NDF digestibility of undried and
unground corn silage samples did not differ among treatments. Finally, near-infrared
reflectance spectroscopy-predicted 30-h NDFD was lower in corn shredlage (55.0 vs. 53.4% of
NDF) compared to conventionally processed corn silage in an assessment of 3,900 commercial
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samples (Ferraretto et al., 2018). Although the benefits of harvesting corn silage with a
shredlage processor are undeniable, some factors must be considered when evaluating the cost
effectiveness. In addition to the costs associated with acquiring the processor (or a new self-
propelled forage harvester), other factors such as changes in fuel usage and roll wear must be
considered as they may differ from those involved in conventional processing. To our
knowledge, this information is unavailable in the literature and should be the focus of future
research.

Genetic improvement

Improvements to fiber digestibility of forages are often accomplished by reducing lignin
or indigestible NDF concentrations (Grant and Ferraretto, 2018). Brown midrib mutant forages
(e.g., corn and sorghum) consistently have lower lignin concentrations compared to
conventional forages (Sattler et al., 2010) resulting in greater milk production when the BMR
forages are fed. In this context, several studies have reported greater DMI, passage rate, and
rate of NDF digestion in cows fed BMR compared to conventional corn silage (Oba and Allen,
2000; Ebling and Kung, 2004). In a meta-analysis of published studies, Ferraretto and Shaver
(2015) reported increases in total tract NDFD (44.8 vs. 42.3% of intake), DMI (24.9 vs. 24.0
kg/d), yields of milk (38.7 vs. 37.2 kg/d) and protein (1.18 vs. 1.13) for cows fed BMR diets
instead of conventional corn silage diets. These benefits are associated with lower rumen gut
fill as conventional forage-based diets may have lower rates of passage and digestion, causing
physical constraints in the rumen (Allen, 1996) that limit intake.

Genetic improvement is resulting in BMR hybrids that are higher yielding than earlier
hybrids. Nevertheless, it is important to account for lower yields of certain BMR hybrids than
conventional hybrids when deciding on which hybrid to grow. Such lower yields may be
outweighed by the improved animal performance from BMR hybrids but the magnitude of the
improvements may vary from farm to farm based on the prevailing conditions. Producers should
consider establishing guidelines for using BMR hybrids such as feeding them to high-producing
cows in early lactation while feeding less digestible conventional hybrids to cows in mid-to-
late lactation. Such guidelines should be based on recommendations of animal nutritionists and
agronomists who are familiar with the prevailing conditions on the dairy farm.

Chop height and toplage

A harvesting management option to reduce lignin concentration is chop height. With
enhanced chop height more lignin is left with the portion that remains in the field, and thus,
digestibility of the harvested material is greater. Results from a recent industry-university
collaborative study from our group is in Table 1 (Ferraretto et al., 2017). Although our study
compared 15 vs. 60 cm, these results are similar to other trials comparing 15 vs. 45 cm of chop
height. Briefly, DM yield is reduced as the row-crop head is raised. This is consistent across
several studies conducted across the United States. However, decreased DM yields are offset
by an increase in the milk per ton estimates at the higher chop height. Greater milk estimate is
a response to the greater fiber digestibility and starch concentration of the harvested material.
In addition, most studies reported that estimated milk per acre is reduced by only 1 to 3% with
high-chop. Also, increased quantities of high-chop silage could be included in the diet, rather
than corn grain being added to the diet, providing an economic benefit to implementing
increased chop heights.
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Nigon et al. (2016) modified a conventional ear-snapping corn header with cut-off
knives in an effort to collect more of the upper stalk and leaf portion of the corn plant. The goal
was to produce a silage product that fell between high-cut WPCS and snaplage and was referred
to as toplage. Yields of DM were reduced by 23 to 28% compared to WPCS. Furthermore, this
approach allows a second operation to collect the remaining stalks, and this fractionation was
suggested as a tool in ration formulation (Cook et al., 2016); for example, by separating and
feeding the less digestible fraction, the stalks, to animals of lower energetic demand (i.e. heifers,
far-off dry cows). To our knowledge, experiments evaluating the effects of replacing WPCS or
high-cut WPCS with toplage in dairy cattle diets are unavailable in the literature. However, a
recent study by Cook et al. (2016) fractionated corn plants at harvest, as toplage and stalklage,
and treated the lower plant fraction with calcium oxide to enhance fiber digestibility. Alkali
treatments are effective at breaking hemicellulose-lignin and lignocellulose bonds, hydrolyzing
uronic and acetic acid esters, and disrupting cellulose crystallinity by inducing cellulose
swelling (Jung and Deetz, 1993). These processes increase cell wall degradability and enable
ruminal microorganisms to attack the structural carbohydrates and increase degradation of
hemicellulose and cellulose (Jung and Deetz, 1993). Additionally, alkali treatment has potential
to degrade lignin, thereby increasing its water solubility and allowing it to be removed from the
cell wall (Chesson, 1988). Cook et al. (2016) evaluated: 1) the effects of alkali-treated stalklage
in combination with toplage on lactation performance by dairy cows in relation to negative
(conventional WPCS hybrid) and positive (BMR WPCS hybrid) controls, and 2) the effects of
alkali-treating WPCS. Overall, alkali-treatment of WPCS and fractionated WPCS were
successful at improving intake and milk production by dairy cows similarly to the well-
established effects of BMR WPCS.

Recently, Paula et.al (2019) conducted a meta-analysis to evaluate the effects of chop
height on nutrient composition and yield of WPCS. Yield of DM was reduced by 0.05 Mg/ha
for each cm of increased chop height. However, for each cm of increase in chop height there
was an increase of 0.09, 0.08, and 0.08%-units in DM, starch, and ruminal in vitro NDF
digestibility, respectively. A negative linear effect was observed for NDF, with a 0.10%-unit
decrease per cm of increase in chop height. Using these responses, we calculated the effect of
increasing chop height from 15 to 60 cm, these results are reported in Table 1. Briefly, we used
Ferraretto et al. (2017) 15 cm treatments as baseline and simulated what the response would be
for 60 cm. Overall, responses were similar to the observed. Our next goal is to validate these
equations. Perhaps in the future these equations could be used in team discussions among
farmers, nutritionists and crop consultants to determine individual farm priorities for maximum
yield versus higher quality prior to the establishment of new chop height guidelines.

Plant population

Plant population could be used to increase yield per area without compromising nutritive
value of WPCS. Thus, the combination of greater plant population with increased chop height
could be of interest to maintain yield while increasing silage of WPCS. In our study (Ferraretto
et al., 2017), we compared 2 chop heights (15 vs. 60 cm) and 4 plant populations (64,000,
79,000, 94,000 and 109,000 plants per hectare). This experiment was conducted in Wisconsin.
As aforementioned, increased chop height improved the nutritive value of whole-plant corn
forage at the expense of yield. In contrast, plant population affected yield but not quality of
whole-plant corn forage. No interactions were observed. However, effects of plant population
may be affected by location and season. Diepersloot et al. (2019) aimed to evaluate the effect
of plant population on yield, nutrient composition and ruminal in vitro NDF digestibility at 30
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of whole-plant corn forage grown in Florida during the summer of 2016 and spring of 2017.
Plant population effects on nutrient composition were inconsistent across seasons. In the spring,
increasing plant population from 65,000 to 75,000 plants per hectare increase DM yield.
However, DM yield of the summer crop was not affected by the same change in plant
population.

Bacterial inoculants

Applying exogenous fibrolytic enzyme (EFE) with microbial inoculants to WPCS at
ensiling is beneficial as they may hydrolyze plant cell walls into sugars that serve as
fermentation substrates, thus improving silage fermentation, nutrient preservation and
utilization of the silage by animals (Muck and Bolsen, 1991). Consequently, some silage
inoculant preparations contain fibrolytic enzymes, mainly cellulases or xylanases, and some
studies have reported increased silage NDFD due to application of such products (Queiroz et
al., 2012).

Certain inoculants contain bacteria that secrete fibrolytic enzymes including cellulases,
xylanases, and ferulic acid esterase (FAE) that may contribute to increased fiber digestion.
Addah et al. (2011) reported that using a mixed bacterial culture containing L. buchneri LN4017
that produces FAE, and contains L. plantarum and L. casei, increased in situ NDF disappearance
after 24 and 48 h of incubation by 40.5 and 14.5 %, respectively. Unfortunately, the enzyme
activities or enzyme-secreting ability of inoculant bacteria are rarely declared on inoculant
labels. Nevertheless, in recent meta-analyses, although no effects on NDFD were observed
when bacterial homofermentative and facultative heterofermentative inoculants were applied
to forages, milk yield was improved (Oliveira et al., 2017). More information is needed on the
enzyme activities produced by inoculant bacteria, as this may lead to development of inoculants
that are more potent at increasing fiber digestion.

IEJ9=L>D=F,C

Using brown midrib hybrids has been among the most consistent, cost effective and adopted
strategies to increase forage fiber digestion and milk production by dairy cows. In this context,
more research is needed to examine and validate the efficacy and cost effectiveness of other
genetic technologies like transgenic fibrolytic-enzyme secreting forages. Mechanical treatment
methods that reduce WPCS particle size vary in effects on fiber digestibility depending on the
particle size achieved. A balance between maintaining physical effectiveness of the fiber and
reducing the particle size is critical for such approaches even when they increase intake and
facilitate handling and transport of feeds. Chemical treatment methods of improving fiber
digestibility are consistent and effective, but their widespread adoption has been limited by their
caustic nature and cost. Among the biological treatment techniques, some (enzymes and
inoculants) have increased fiber digestion and milk production by dairy cows in recent meta-
analyses though responses in individual studies have varied.
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Table 1. Effect of cutting height on whole-plant corn silage nutrient composition, digestibility

and yield'
Item Low High Simulation?
Cutting height, cm 15 60 60
NDF, % of DM 37.7 33.8 33.2
Starch, % of DM 37.5 41.7 41.1
ivNDFD?, % of NDF 49.6 52.7 53.2
Yield, Mg/ha 22.0 20.0 19.8
Milk, kg/Mg 1009 1078 ---
Milk, kg/ha 26905 26332 ---

'Adapted from Ferraretto et al. (2017).

Predicted using equations from Paula et al. (2019).

SRuminal in vitro NDF digestibility at 30 h.
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A silagem de milho de planta inteira (SM) ¢ a principal fonte de forragem adotada em
dietas de vacas em lactacdo em sistemas de produgdo intensivos no Brasil (Bernardes e Régo,
2014) e no mundo (Ferraretto et al., 2018). A alta ado¢do da SM deve-se ao fornecimento
simultaneo de energia (principalmente oriunda do amido contido na fragdo graos) e de fibra
fisicamente efetiva (FDNfe; derivado da fracdo vegetativa, Ferraretto et al., 2018). Além disso,
a cultura possibilita a colheita para uso como forragem ou graos (Allen et al., 2003), tem alta
produtividade por area e facilidade no processo de ensilagem (Nigon et al., 2016).

Aproximadamente 72% do grao ¢ composto por amido (% da matéria seca - MS;
Huntington, 1997) o que representa quase 45% da MS de toda a planta (Philippeau e Michalet-
Doreau, 1998) e cerca de metade da energia contida na SM (calculada usando NRC, 2001). A
digestibilidade do amido no trato total (DA) de vacas em lactagdo alimentadas com dietas a
base de SM apresenta alta variabilidade (de 80 a 98%; Ferraretto e Shaver, 2012). O
processamento dos graos através dos rolos processadores (crackers) durante a colheita fratura
os graos de milho rompendo o pericarpo (Johnson et al., 1999) e consequentemente leva ao
aumento na DA (Bal et al., 2000). No entanto, a eficiéncia do processamento ¢ influenciada por
diversos fatores tais como: a maturidade da planta, comprimento tedrico de corte (CTC), tipo
de processador, diferenca de velocidade entre os rolos assim como o espagamento entre eles
(Shinners et al., 2000; Ferraretto e Shaver, 2012a, b). A vitreosidade dos graos aumenta com o
decorrer da maturidade da planta de milho (Philippeau e Michalet-Doreau, 1997) e com um alto
teor de matéria seca (>40%) o processamento ndo foi eficaz em aumentar a DA (Ferraretto e
Shaver, 2012) provavelmente devido ao aumento da dureza dos grios. E possivel que este
cenario ocorra em hibridos de milho vitreos brasileiros, mesmo com um teor MS abaixo de
40%.

Diferentes tipos de processamentos tém sido adotados por colhedoras de forragem
autopropelidas usadas nas fazendas. As mudancas incluem processadores shredlage, shredder,
processadores convencionais com diferentes velocidades de rotagdo (Ferraretto et al., 2018) e
processadores de disco intercalados (Salvati et al., 2015). O aumento CTC ¢ uma estratégia para
aumentar a FDNfe de dietas a base de SM (Mertens, 1997), que pode melhorar o tempo de
ruminacdo, o tamponamento através da saliva e a formagao do mat ruminal em vacas leiteiras
(Mertens, 1997; Zebeli et al., 2012). No entanto, as preocupagdes dessa pratica € a possivel
sele¢do no cocho das SM colhidas com alto CTC (Vanderwerrff et al., 2015) que podem tornar
as vacas leiteiras propensas a acidose ruminal subclinica. Ainda nos faltam informacdes
cientificas basicas para apoiar a decisdo de escolha do CTC adequado para cada cenario de dieta
adotado.

Apesar do aumento de prestadores de servigo de colhedora de forragem autopropelidas
no Brasil (Daniel et al., 2019), a maior parte dos produtores de leite brasileiros colhe o milho
com uma colhedora de forragem tracionada por trator sem processador de graos (Bernardes e

! Esalq-USP.
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Rego, 2014). Além disso, os hibridos mais cultivados tém graos duros com maior proporg¢ado de
endosperma vitreo (Correa et al., 2002; Bernardes et al., 2018), que supostamente seriam mais
dificeis de serem danificados durante a colheita pelos processadores (Ferraretto et al. 2018);
comprometendo assim a quebra dos graos. Nos Estados Unidos, a faixa tipica de CTC para
colher milho pela colhedora autopropelida ¢ de 19 a 26 mm (Grant e Ferraretto, 2018) e entre
10 a 13 mm para a tracionada pelo trator sem processador de graos (Muck e Kung, 2017). No
Brasil, precisamos definir as diretrizes de colheita especificas para os hibridos de endosperma
vitreos visando otimizar o aproveitamento do amido e o fornecimendo de FDNfe.

*7=DF"<F"D>E>;dF"'<7"LF8D7"7"'D7EJF"'<7"7CDFL>Y7E";F"J8FL7CC®&HDF"<FC"Y

Uma estratégia que vem sendo estudada para potencializar a disponibilidade do amido
¢ o tempo de estocagem. Em silagens de graos imidos armazenadas por 240 d foi demonstrado
que a protedlise das proteinas (a, v, 8, € B zeinas) que compde a matriz proteica permitiu um
aumento da area superficial dos granulos de amido para as bactérias ruminais e um incremento
na digestibilidade (Hoffman et al., 2011). A proteina solivel e o nitrogénio amoniacal (N-NH3)
sao indicadores da intensidade da protéolise e seu aumento tem sido relacionado positivamente
com a DA em SM planta inteira (Der Bedrosian et al. 2012; Ferraretto et al., 2015a) e silagem
de graos umidos (Hoffman et al., 2011).

Trabalhos recentes da University of Wisconsin — Madison demonstraram efeito do
tempo de estocagem no tamanho de particulas da fragdo graos em SM planta inteira. Ferraretto
et al. (2015b) reportaram um aumento de 10 unidades percentuais no indice de processamento
de graos da SM (CSPS — corn silage processing score ou KPS — kernel processing score) para
silagens armazenadas por 240 d. O KPS ¢ medido como a porcentagem de amido abaixo de
uma peneira com crivo de 4.75 mm em relagdo ao amido total contido na amostra, essa
metodologia foi desenvolvida por Ferreira e Mertens (2002) e baseia-se na premissa que um
grao partido em quatro pedacos seria passivel de passar por essa peneira.

Recentemente, Salvati et al. (2019) estudaram o efeito do tempo de estocagem sobre o
KPS em SM colhida por 2 tipos diferentes de colhedoras. Para tal, dois experimentos foram
conduzidos. No experimento 1, uma colhedora tracionada pelo trator sem processador de graos
regulada em diferentes CTC (3, 6 ¢ 9 mm) foi usada para colher os tratamentos. As amostras
foram armazenadas por diferentes tempos (0, 35 e 140 d) em silos experimentais. No
experimento 2, a colheita foi realizada com uma colhedora autopropelida (com processador de
graos) regulada para diferentes CTC (6, 12 e 18 mm) e estocados em pelos mesmos tempos do
experimento 1. O KPS aumentou em 9.9 unidades percentuais apds 140 d de armazenamento
para as silagens colhidas com autopropelida (Figura 2), mas ndo foi aumentado na colhedora
tracionada (Figura 1). A conclusdo do trabalho foi que, aparentemente, para obten¢do dos
beneficios do tempo de estocagem um processamento adequado no momento da colheita se faz
necessario.
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Q=YM8>Haito do tempo de estocagem (dias) sobre o KPS em silagem de milho planta inteira
colhida com colhedora tracionada por trator.
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Q=YM8>ligkdto do tempo de estocagem (dias) sobre o KPS em silagem de milho planta inteira
colhida com colhedora autopropelida.

Nos Estados Unidos, a variagao tipica de CTC para colheita com autopropelida ¢ 19 a
26 mm (Grant e Ferraretto, 2018) e entre 10 a 13 mm para colhedoras tracionadas por trator
sem processador de graos (Kung e Muck, 2017). No entanto, os hibridos mais cultivados no
Brasil possuem os grdos com uma maior propor¢do de endosperma vitreo (Correa et al., 2002;
Bernardes et al., 2018), o que supostamente seria mais dificil de ser danificado durante a
colheita (Ferraretto et al. 2018); comprometendo assim o processamento. Dessa forma uso CTC
mais curtos poderia ser uma estratégia para promover a quebra dos graos independente do tipo
de maquina. Essa premissa foi avaliada para dois tipos diferentes de colhedoras que colheram
um hibrido com 65% de vitreosidadade e com aproximadamente 34% MS (Salvati et al.; 2019).
A redugdo do CTC de 9 para 3 mm ndo impactou o KPS para colhedora tracionada (Figura 3).
Contudo na autopropelida o KPS foi maior para regulagem de 6 mm e ndo houve diferenga
entre CTC de 12 e 18 mm (Figura 4).
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Q=YM8>'Hdeito do comprimento tedrico de corte (mm) no KPS de silagem de milho planta
inteira colhida por colhedora autopropelida.
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Em experimentagdo recente, realizada na Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” (ESALQ/USP), Salvati et al. (2019) avaliaram o efeito do processamento de graos em
hibrido de milho com endosperma vitreo e o incremento em tamanho de particulas na silagem
de milho sobre o desempenho de vacas leiteiras. Os tratamentos foram impostos no momento
da colheita, sendo: 1) Colhedora acoplada ao trator sem processador de grios regulada para o
CTC de 6-mm %)i ; 2) Colhedora autopropelida regulada para CTC de 6-mm #%i; 3)
Colhedora autopropelida regulada para CTC de 12-mm #%H(@4) Colhedora autopropelida
regulada para CTC de 18-mm #%Hm

Vinte quatro vacas holandesas (139 + 63 dias de lactagdo) foram blocadas e alocadas
em um dos seis quadrados Latinos 4 X 4, com periodos de 24 dias (18 dias de adaptagdo e 6
dias de coleta). As dietas formuladas continham 48,5% de SM, 9,5 % de farelo de soja, 6,9%
de farelo de soja protegido, 15,1% milho seco moido fino, 15,5% polpa citrica, 1,7% minerais
e vitaminas, 1,8% de gordura protegida de palma e 1% de ureia. A composi¢do em nutrientes
como % da MS foi: 16,5 % proteina bruta, 31,7% fibra em detergente neutro (FDN) e 26,1%
de amido. Foram usados trés contrastes ortogonais para comparagao dos tratamentos, sendo: 1)
PT6 vs. SP6 (efeito do processamento de grdos); 2) SP6 vs. SP12 (efeito do tamanho de
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particulas); 3) SP12 vs. SP18 (efeito do tamanho de particulas). O KPS das silagens foi: 32.1
(PT6), 53.9 (SP6), 49.0 (SP12) ¢ 40.1% (SP18).

As vacas alimentadas com SP6 apresentaram aumento na producdo de leite na
magnitude 1,2 kg, sem efeito no consumo de matéria seca (CMS) quando comparado a PT6
(Tabela 1), como consequéncia, a eficiéncia alimentar (producdo de leite/CMS) melhorou. Nao
houve diferenca entre SP6 e SP12, porém quando comparado o SP12 com SP18, uma tendéncia
reduzir a produgdo de leite em 0,8 kg foi observada (P = 0,10), O aumento na produgao de leite
foi, provavelmente, promovido pelo aumento na digestibilidade do amido no trato total em 2.2
pontos % para o tratamento SP6 o que pode estar relacionado a diferenca de 21,8 ponto
percentuais de KPS (PT6 vs. SP6). Consequentemente, a concentracao de glicose plasmatica
aumentou em 4,1 mg/dL no SP6. Cooke e Bernard (2005) reportaram aumento na glicose
plasmatica em vacas de leite alimentadas com silagem de milho processada.

)>679>" HdDesempenho, parametros plasmaticos e digestibilidade de amido de vacas em
lacta¢do alimentadas com dietas contendo as silagens PT6, SP6, SP12 e SP18.

Tratamento P!
ltem PT6  SP6  spi2 spis oM T ¢ @ o
kg/d
CMS 19.9 19,3 19.4 19,5 0,67 0,16 0,78 0,81
Leite 28,2 294 294 28.6 0,33 0,02 0,93 0,11
---------------- kg/kg -----------
Leite/CMS 1,42 1,52 1,49 1,47 0,061 <0,01 0,28 0,43
%
Gordura 3,54 3,40 3,42 3,380,103 0,19 0,85 0,77
Proteina 3,31 3,31 3,23 3,27 0,088 0,95 0,03 0,36
Lactose 4,62 4,65 4,63 4,61 0,038 0,17 0,33 0,60
Sélidos 11,47 11,35 11,27 11,22 0,125 0,31 0,48 0,60
-------------- mg/dL -----------
NUL 11,3 10,2 10,7 10,2 090 <0,01 0,13 0,18
Glicose plasmatica 61,6 64,7 64,3 61,9 2,62 0,03 0,80 0,08
mM
D-lactato 1.42 1.56 1.38 1.49 0.097 0.29 0.10 0.21
--------------- pg/mL------------
Amiloide A 39 6.0 4.1 4.3 1.3 0.08 0.10 0.85
%
Digestibilidade do 93.1 953 952 930 078 0.04 093 0.5
amido

!Contrastes: C; - PT6 vs. SP6 (Efeito do processamento de graos), C, - SP6 vs. SP12 (efeito do
tamanho de particulas) e C3 - SP12 vs. SP18 (efeito do tamanho de particulas).

O nitrogénio ureico no leite (NUL) foi reduzido no SP6. O baixo valor para NUL pode
estar relacionado ao aumento da digestibilidade ruminal do amido e, assim, melhoria na
assimilacdo do nitrogénio pelos microrganismos ruminais (NRC, 2001). O SP12 apresentou
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menor teor de proteina no leite do que SP6. O maior CTC (SP18) tendeu a reduzir a
digestibilidade do amido e glicose plasmatica (P = 0,08). Tem sido reportado na literatura que
CTC mais longos (>32 mm) promovem tamanho de particulas maiores que podem reduzir o
processamento de grdos pelos rolos processadores e prejudicam a DA (Ferraretto e Shaver,
2012). Além disso, outros fatores podem influenciar nesse aspecto, tais como: propriedades do
endosperma (Correa et al., 2002), maturidade (Johnson et al., 2002) e o grau de processamento
(Bal et al., 2000) da silagem de milho de planta inteira pode alterar a fragmentagao do graos e
assim a digestibilidade do amido (Cooke e Bernard, 2005).

O processador reduziu em 55.5% a porcentagem de particulas de SM retidas na peneira
de 19-mm (5,3 vs. 2,7%, dados ndo mostrados nas tabelas) o que provavelmente repercutiu no
tempo de ruminagdo (605.7 vs. 549.3 min) observado (Figura 5) e o aumento no CTC de 6 para
12 mm possibilitou o aumento de 53,7 minutos. As vacas que consumiram a dieta SP6
selecionaram contra particulas pequenas (entre 1.18 a 8 mm; Tabela 2) em comparagdo com os
tratamentos PT6 e SP12. Além disso, houve uma tendéncia em aumentar as concentracoes
plasmaticas de D-lactato e amiloide A (marcadores de acidose subclinica) nas vacas do
tratamento SP6 em relacdo ao SP12 (Tabela 1). O CTC de 12-mm se mostrou mais eficaz em
promover desempenho e preservar a saide das vacas leiteiras nas condi¢des dietéticas
experimentais.

)>679>"@=lecao das de vacas em lactagao alimentadas com dietas contendo as silagens PT6,
SP6, SP12 e SP18.

Tratamento P!
ltem PT6 _SP6 SPI2__SPI8 oM T ¢ & G
-------------- % do consumo?--------
>19mm 91.5 91.8 90.3 94.0 4.42 0.90 0.66 0.28
19-8mm 99.0 98.1 97.7 98.1 0.70 0.25 0.26 0.11
8-1.18mm 99.5 97.5 1004 101.0 1.75 0.05 0.01 0.55
<1.18mm 1064 107.8 106.7 107.1 1.14 0.43 0.45 0.79

!Contrastes: C; - PT6 vs. SP6 (Efeito do processamento de graos), C, - SP6 vs. SP12 (efeito do
tamanho de particulas) e C3 - SP12 vs. SP18 (efeito do tamanho de particulas).

2Valores < 100% indicam selegdo contra aquela fragdo, enquanto valores > 100% indicam
selecdo a favor daquela fracao (Leonardi and Armentano, 2003).
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PT6 SP6 SP12 SP18

PT6 vs. SP6, P =0.05; SP6 vs.SP12, P=0.07; SP12 vs. SP18, P = 0.62;
SEM = 30.1

Q=YM8>"Aampo de ruminagdo de vacas em lactacdo alimentadas com dietas contendo as
silagens PT6, SP6, SP12 e SP18.
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Quando falamos a respeito de formulacao proteica na dieta de vacas leiteiras, um dos
primeiros nutrientes a serem discutidos por nutricionistas do mundo todo € o teor de proteina
bruta (PB) das dietas. Proteina bruta € definida para os alimentos como o contetdo de nitrogénio
multiplicado por um fator de 6,25. Esse fator é baseado no fato de que a maioria das proteinas
contém 16% de N, o que nem sempre € uma verdade, pois hd uma variagao de 15 a 18% de N.
O conteudo de PB inclui proteina verdadeira (constituida por aminoacidos) e nao verdadeira
(nitrogénio ndo proteico). Pela dindmica da digestdo dos compostos nitrogenados no rimen, o
NRC (2001) caracterizou as fracdes de proteina degraddvel no rimen (PDR) e proteina ndo
degradédvel no rimen (PNDR). Um pouco mais adiante, predizemos as necessidades de N de
uma vaca em termos da proteina metabolizdvel (PM), que € definida como a proteina verdadeira
disponivel para degradacdo no abomaso e absor¢ao no intestino delgado, composta da proteina
microbiana (PMic), da PNDR e da proteina enddgena, oriunda da descamacdo dos tecidos
intestinais, enzimas, etc.

Embora a PB ainda seja considerada por muitos nutricionistas na formulacdo de dietas,
os artigos publicados no Journal of Dairy Sciencéniciados ha mais de 60 anos, comecaram a
fornecer evidéncias das limitacOes em confiar na PB como um nutriente para o qual poderiamos
basear as exigéncias proteicas de vacas leiteiras. Como resultado destas pesquisas, a nutri¢cao
proteica de vacas passou do uso da PB dietética como nutriente alvo, e agora esta focada em
atender as necessidades de nitrogénio e aminoacidos (AAs), para a fermentacdo ruminal e
sintese de proteina microbiana, assim como os requisitos de AA da prépria vaca.

Essencialidade dos aminotcidos

Sabe-se ha décadas que os animais exigem AAs para a sintese de proteinas teciduais,
reguladoras e secretoras, além de dezenas de compostos como hormdnios, neurotransmissores,
nucleotideos (RNA e DNA), histamina, dentre outros, e que estes precisam ser sintetizados
diariamente. Porém muito que se sabe atualmente sobre a exigéncia destes aminodcidos, foi
usando a abordagem de aminodcidos como “blocos de construcdo” de proteinas, que
obviamente ndo deixa de ter sua importancia. Porém, nos ultimos anos, os aminoacidos
comegam a ser compreendidos ndo apenas como estruturas de proteinas, mas também como
importantes sinalizadores de processos anabdlicos e catabolicos dentro das células de diferentes
tecidos. Este conceito € mais assiduamente estudado em outras espécies, particularmente aves
e suinos, e em bovinos leiteiros ainda estamos num estagio embriondrio de conhecimento. Com
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esta abordagem, os estudos abrem espaco para outra questdo interessante que € a interagao entre
os diferentes metabolismos; energético, lipidico, sistema imunoldgico, com o status
aminoacidico das células (Hanigan et al., 2018). Tais observa¢des destacadas acima, sugerem
o impacto que os AAs tém no metabolismo corporal € a provavel importancia que a otimizagao
da nutri¢do destes tem na saude, fertilidade e desempenho produtivo de vacas leiteiras.

Desde que o significado nutritivo do AA foi reconhecido, sabe-se que parte dos AAs
nao podem ser sintetizados pelo animal ou sdo sintetizados a uma taxa insuficiente, para atender
aos requisitos de sintese proteica. Esses aminodcidos foram denominados como AA essenciais
(AAE), e atualmente s@o compreendidos por histidina (His), isoleucina (Ile), leucina (Leu),
lisina (Lys), metionina (Met), fenilalanina (Phe), treonina (Thr), triptofano (Trp) e valina (Val).
Os AAs restantes, embora necessarios para a sintese proteica, podem ser sintetizados pelo
animal em taxas satisfatdrias, e assim foram chamados de AAs nao essenciais (AANE). As
cadeias polipeptidicas que constituem proteinas contém ambos, porém os AANE podem ser
sintetizados pela vaca leiteira a uma velocidade suficiente para suas funcdes biologicas. No
entanto, hd um subgrupo dentro do AANE para o qual a biossintese ndo € suficiente para
suportar altos niveis de producdo, e esses t€m sido chamados de AAs semi-essenciais (Lapierre
et al., 2007). A arginina (Arg) é um AA tipico desse grupo, pois a sintese de novopode
representar até 40% do suprimento total do animal (Doepel et al., 2004). Teoricamente, a
histidina também pode ser sintetizada por mamiferos, mas a via sintética tem capacidade muito
limitada e, portanto, a sintese enddgena € geralmente ignorada. Foi sugerido que a glutamina
(Gln) também pode ser classificada como semi-essencial sob certas circunstancias,
especialmente em torno do parto (Doepel et al., 2006). Pouco ainda se sabe deste “novo” grupo
de AAs, principalmente sobre as taxas de sintese de novQinformagdes essas necessdrias para
obter uma estimativa precisa do suprimento do animal. Durante o decorrer deste artigo, nosso
objetivo € explanar um pouco mais sobre as exigéncias proteicas de uma vaca leiteira,
principalmente de AAs, como uma abordagem emergente na formulacdo de dietas para vacas.

Demanda deaminotcidos para vacas em lactas<o

Antes de atendermos as necessidades de AAs de uma vaca e pensar no metabolismo
pos-absortivo, € preciso lembrar que o proprio rimen possui exigéncias tanto de nitrogénio,
como de AAs e peptideos (Russell et al., 1992). Em algumas situacdes, pelo excesso de énfase
em aumentar o contetido de PNDR nas dietas, o suprimento destas necessidades no rimen fica
deficiente, e isso pode reduzir o crescimento bacteriano. De outro lado, quando o aporte
proteico no rimen € excessivo, este excesso de N ruminal, na forma de N amoniacal oriundo
da degradagao dos compostos nitrogenados, € drenado ao figado pela veia porta, convertido em
ureia que, por sua vez, € lancada na corrente sanguinea, parcialmente reciclada via saliva e
excretada, via urina e via leite. Este processo de “desintoxicacdo” metabdlica da amonia, que
ocorre no tecido hepatico e tem por resultado final a ureia, contém um elevado custo energético
por grama de N excretado, causando quando em excesso um custo adicional na exigéncia
energética de mantenca dos animais (Fox et al., 2002). Obviamente, em boa parte das dietas
brasileiras para vacas lactantes, o segundo quadro (excesso de PDR) € muito mais frequente
que o primeiro (excesso de PNDR).

Na década de 70, com o objetivo de tentar identificar quais AAs seriam os mais
limitantes para vacas leiteiras alimentadas com dietas a base de milho, sem suplementacdo
proteica, 5 experimentos de infusdo abomasal foram conduzidos por Schwab et al. (1976).
Aminodcidos isolados e misturas de diferentes AAs foram infundidos nestes animais, que
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apresentavam producdo de leite média de 29 kg/dia, e um consumo de matéria seca (CMS)
médio de 19 kg/d, alimentados com uma dieta de 11% PB em média. Como conclusdo dos
experimentos, os autores ressaltaram alguns pontos importantes: 1) o contetido de proteina do
leite (%) foi mais sensivel que o rendimento de proteina (kg) como critério de resposta as
infusdes de AAs; 2) Met isolada ndo teve efeito nas medigdes de produgdo; 3) Lys isoladamente
resultou em 16% da resposta ao rendimento de proteina do leite obtida com caseinato de sddio,
enquanto Lys e Met juntos responderam por 43% dessa resposta de proteina do leite; 4)
ocorreram poucas alteragdes nas concentragcdes plasmaticas de outros AA quando Lys e Met
foram infundidas em conjunto; e 5) a resposta no conteudo e na producdo da proteina do leite
com os 10 AAE foi da mesma magnitude que a do caseinato de sddio, indicando que os AANE
nao eram limitantes naquela ocasido.

Numerosos experimentos desde entdo identificaram Met e Lys com mais frequéncia
como os 2 AAs mais limitantes para vacas leiteiras em lactacdo alimentadas com dietas a base
de milho (NRC, 2001). O NRC (2001) também demonstrou a importancia da Met e da Lys
como os dois AAs mais frequentemente limitantes para vacas alimentadas com dietas a base de
milho e soja, utilizando uma abordagem de dose/resposta com a produgdo de proteina do leite.
Segundo esta referéncia, as concentragdes Otimas para maximizar a utilizagcdo da PM e a
producdo de proteina do leite foram de 7,2% de Lys e 2,4% de Met na PM. Apds a publicacdo
do NRC (2001), recomendagdes mais “comerciais” foram sugeridas; 6,6-6,9% Lys e 2,2-2.3%
Met, mas sempre sugerindo como relagdo adequada 3:1 entre Lys/Met. Isso € coerente com a
observacao de que a concentracdo destes dois AAs € baixa na maioria dos alimentos utilizados
para vacas em lactacdo, se comparada a concentragdo deles na proteina microbiana, na proteina
do leite e no tecido muscular bovino, segundo revisao publicada por Schwab e Broderick (2017)
(Tabela 1).

Pesquisas realizadas apds a publicacdo do NRC (2001) confirmaram esses achados
(Noftsger e St-Pierre, 2003; Socha et al., 2005; St-Pierre e Sylvester, 2005; Ordway et al., 2009;
Appuhamy et al., 2011; Chen et al., 2011; Lee et al., 2012; Osorio et al., 2013; Giallongo et al.,
2016; Zhou et al., 2016b). Com base neste conhecimento prévio e no volume de informagoes
disponiveis, focaremos nossas discussdes nestes dois AAE, embora tenha surgido grande
interesse da comunidade cientifica por alguns outros AAs.
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Tabela 1 Concentracdes de Lys e Met no leite!, tecido magro! e bactéria ruminal!,
concentragdes Otimas sugeridas na PM", e ponto de interrupcdo estimado das concentracdes
requeridas na PM para conteudo méximo de proteina do leite#

Lys Met Lys Met

Leite 7,7 2,6 Residuo de cervejaria 41 1,7
Tecido magro 64 2 Farelo de canola 56 1,9
Bactéria ruminal 7,9 2,6 Milho DDGS 22 1,8
Concentracdo Otima 7,2 2,5 Refinazil 2,7 1,6
Requerido (NRC, 2001) 7,2 2,4  Farelo de glaten de milho 1,7 24

Caroco de algodao 43 1,7
Silagem de alfafa 44 1,4 Farelo de linhaca 3,7 1,8
Silagem de milho 2,5 1,5 Farelo de soja 63 14
Silagem de graminea 3,3 1,2  Farelo de girassol 36 23
Cevada 3,6 1,7 Farinha de sangue 9 1,2
Milho 2,8 2,1  Farinha de penas 26 0,8
Aveia 4,2 29 Farinha de peixe 7,7 2,8
Trigo 2,8 1,6 Farinha de carne 54 14

! Valores de aminoacidos para leite, tecido magro e bactéria ruminal sdo de O'Connor et al.
(1993); concentragdes 6timas de AA na PM sdo de Doepel et al. (2004), e ponto de interrupgao
estimado para concentragdes requeridas na PM para o maximo contetido de proteina do leite e
valores de aminodcidos sdo do NRC (2001).

Ao passar o olho na tabela acima, chama a atencao o alto valor de lisina na farinha de
sangue (9,0% Lys), e isto justifica a inclusdo frequente deste suplemento proteico em dietas de
vacas leiteiras norte-americanas, particularmente em regides com expressiva bonificagdo por
sOlidos. Por outro lado, sua baixa concentracio de metionina (1,2% Met) tem que ser
forcosamente compensada com a suplementacdo de boas fontes de Met protegida ou anéloga.

Reconhece-se que melhorar a formulacdo de dietas depende ndo apenas da
determinacdo da oferta e das exigéncias com base na PM, mas principalmente nos AAs
individuais, conceito adotado ha muito tempo em espécies nao ruminantes. De fato, a maioria
dos modelos norte-americanos (NRC, 2001; Fox et al., 2004) investiram tempo e esfor¢o para
desenvolver submodelos complexos de rimen para obter uma previsdo adequada do fluxo de
proteinas disponivel as vacas no intestino. Apesar do ajuste fino desses modelos ainda ser
necessario para melhorar as previsdes, trabalhos como Bateman et al. (2001) e Pacheco et al.
(2006) sugerem que suas previsdes estdo muito proximas dos valores realmente mensurados in
vivo. Como os fluxos de proteinas ou AA para o abomaso e intestino sdo estimados, as previsdes
de produgdo de proteina do leite a partir deste aporte de proteina intestinal sdo baseados em
uma eficiéncia tnica para todos os AAs, independente da oferta do mesmo ou da concentragdo
e interacdo dos demais AAs. Segundo Fox e Tedeschi (2003) tal simplificagdo do complexo
bioldgico da lactacdo foi necessaria como ponto de partida, uma vez que “o conhecimento do
metabolismo dos nutrientes ndo € tdo avancado quanto a previsdo da fermentagcdo ruminal,
devido as rotas metabodlicas quase infinitas que conectam varios compartimentos teciduais e
metabdlicos, e as multiplas interacOes e os sofisticados regulamentos metabdlicos que
determinam a parti¢ao dos nutrientes absorvidos.” Reconhece-se, porém, que essa relagao linear
entre oferta e producdo € biologicamente irrealista (Lapierre et al., 2007; Hanigan et al., 2018).
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Schwab et al. (2009) e Whitehouse et al. (2009) reavaliaram os graficos de
dose/resposta de Lys e Met, e repetiram as mesmas andlises estatisticas, com 0os mesmos bancos
de dados do NRC (2001), gerando os mesmos graficos de Lys e Met para outros softwares de
formulagao de dietas para vacas leiteiras baseados no modelo nutricional CNCPS, como CPM-
Dairy e AMTS. Segundo os autores, esperava-se que devido as diferengas intrinsecas dentre
estes modelos, que as concentracdes necessarias de Lys e Met na PM para a maxima produgdo
de proteina do leite poderiam ser diferentes.

Como esperado, existiram diferengas entre os resultados obtidos com NRC (2001),
CPM-Dairy e AMTS .Cattle (Tabela 2). Isso era esperado, ja que os modelos diferem na
abordagem de previsdo de suprimento de AAs. Tais diferencas de abordagem levam a
diferencas nos suprimentos previstos de PDR, PNDR, PM e na concentragdo de AAs na PM. O
modelo de predicdo de AA no NRC (2001) é de natureza semi-fatorial, onde alguns dos
parametros sdo determinados por regressdao. Em contraste, o CPM-Dairy e o AMTS usam
abordagens fatoriais para prever fluxos de AA para o intestino. A versdao mais recente do
CNCPS modificou os pools de carboidratos, as taxas de degradacdo de carboidratos das fragdes
Al e B1, as fragdes soluveis (por exemplo, agucar, NNP) fluem com a fase liquida em vez da
fase sdlida, assim como as equacdes de taxa de passagem foram modificadas. O resultado dessas
e de outras alteracdes levou a redugdes na degradacdo ruminal dos carboidratos, aumentou o
fluxo de PDR e reduziu o fluxo de PMic; em consequéncia também os fluxos previstos de Lys
e Met para o intestino delgado.

Tabela 2 Ponto de interrupgdo estimado para as concentragdes requeridas de Lys e Met na PM
para conteudo e producdes maximas de proteina do leite para os modelos NRC, CPM e AMTS
usando a base de dados do NRC (2001) (Schwab et al., 2009, Whitehouse et al., 2009).

Modelo NRC
Otima Lys Otima Met Otima Lys/Met

Contetido de proteina no leite (%) 7,24 2,38 30
Producdo de proteina do leite (g/d) 7,08 2,35 30

Modelo CPM
Contetdo de proteina no leite (%) 7,46 2,57 29
Producdo de proteina do leite (g/d) 7,51 2,50 30

Modelo AMTS
Contetdo de proteina no leite (%) 6,68 2,40 2,78
Producdo de proteina do leite (g/d) 6,74 2,31 292

Demanda deaminotcidos para vacas entransie<o

Quando pensamos a respeito das exigéncias de AAs de uma vaca leiteira,
principalmente de animais ao redor do parto, alguns trabalhos t€m nos sugerido que o perfil de
AAs exigidos pelos animais ndo € constante em toda as suas fases de vida e de producio. Este
seria o resultado de fatores como, quais processos bioldgicos estdo ocorrendo mais
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assiduamente e geram maiores demandas de AAs no organismo, da deficiéncia prévia destes
animais, assim como da composi¢ao da dieta que € ofertada.

Além do balanco energético negativo (BEN), muito discutido nas ultimas décadas, um
balango proteico negativo (BPN) no pds-parto imediato, as vezes de igual ou até maior
relevancia que o BEN, tem sido agora caracterizado e discutido. Estima-se que a extensao do
balango proteico negativo pds-parto (nadir ou ponto de minima) ocorra em torno do sétimo dia,
diminuindo e se tornando positivo durante a quarta semana pds-parto (Bell et al., 2000). A
proteina disponivel neste periodo parece ser particionada para propdsitos glicogénicos apenas
no periodo pds-parto precoce, uma vez que os AAE ndo contribuem mais para a liberacao de
glicose hepatica em carater liquido no periodo pos-parto (Larsen e Kristensen, 2013).

Com objetivo de estudar a magnitude deste BPN, e do metabolismo de AAs em vacas
recém-paridas, Larsen et al. (2014) infundiram caseina no abomaso de vacas leiteiras de modo
a suprir todo o déficit de proteina metabolizdvel estimada até o 29° dia apds o parto, ou seja,
reduzir o balango de proteina metabolizavel proximo a 0. A producdo de leite foi aumentada
em impressionantes 7,2 kg/dia de 1 a 29 DEL, bem como a produ¢do de proteina do leite
(+452 .43 g/dia). Segundo os autores, a reducdo de apoptose precoce de células alveolares apos
o parto pode explicar parte do aumento e, principalmente, da persisténcia do incremento de
producdo, mesmo apds o término do periodo de infusdo de caseina, uma vez que houve maior
fornecimento de nutrientes para a fungdo das células mamadrias. Um ponto que nos chama muita
atengdo nos experimentos citados acima, € que os AAs mais limitantes para estes animais nao
foram Met e Lys como estamos acostumados a discutir, mas sim leucina (Leu). Com tal
evidéncia, outro grupo de pesquisadores (Yepes et al., 2019) investigaram os efeitos da
suplementagdo de AAs de cadeia ramificada (Leu, Ile e Val) em vacas recém-paridas, porém
nao encontraram nenhum efeito, além do aumento circulante destes AAs no plasma frente a
suplementagao.

Ainda olhando para as vacas no periodo de transicdo, normalmente estas apresentam
um aumento na lipdlise do tecido adiposo devido a alteragdes hormonais, como redugdo da
insulina circulante (e aumento da insensibilidade do tecido adiposo), aumento das
catecolaminas e do glucagon e aumento do hormoénio do crescimento. Por consequéncia
aumentam as concentragdes de acidos graxos nao esterificados (AGNE) no sangue, além da
grande demanda que se inicia para a producdo de leite. Para que o aproveitamento maximo
desses acidos graxos ocorra € a saude hepatica também seja preservada, a via metabdlica que
leva a oxidacdo completa destes compostos seria desejada. Uma organela importante dentro dos
hepatdcitos onde este processo ocorre € a mitocOndria, e a carnitina é fundamental para o
transporte de AGNE a partir do citosol para o interior das mitocondrias, onde ocorre a $-
oxidacdo (Drackley, 1999). A metionina € requerida para a sintese de carnitina (Carlson et al.,
2007); portanto, a maior concentragao hepdtica de carnitina (82,1 vs. 37,5 nmol/g de tecido)
que foi detectada em vacas suplementadas com Met indica uma maior biodisponibilidade desta
para a sintese (Osorio et al., 2014). Do mesmo modo, Tang et al. (2015) identificaram grande
dependéncia de Met para a biossintese de carnitina em cultura celular. A via de biossintese
deste peptideo ja € bem estudada e esclarecida, e demonstra em sua via metabdlica a
dependéncia do aminodcido metionina (Rebouche, 1988), sugerindo um possivel maior
aproveitamento por alguns tecidos como muscular e hepdtico em oxidar lipideos para a
obtencdo de energia, tornando o animal mais eficiente.

A Met também € um aminoacido essencial envolvido no transporte de lipidios do
tecido hepatico para outros tecidos como a glandula mamdria, auxiliando na sintese de
fosfatidilcolina, utilizada na estrutura de formagao das lipoproteinas de muito baixa densidade
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(VLDL). Especificamente sugere-se que desempenha papel vital na transferéncia de unidades
de carbono em vacas leiteiras, modulando a sintese de S-adenosilmetionina (SAM) no ciclo da
metionina, e este funciona como um doador de grupos metil na formacdo de
fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina (Osorio et al., 2014).

Outros pesquisadores sugerem que Histidina (His) é provavelmente um potencial
limitador de AAs ap6s Lys e Met, particularmente quando as vacas sdo alimentadas com dietas
com baixo teor de PB (deficientes em PM), com dietas baseadas em silagem de milho e alfafa
(Lee et al., 2012; Giallongo et al., 2016). Esta potencial deficiéncia faz sentido quando
observamos o baixo contetido de His nas bactérias sintetizadas no rimen e protozoarios em
comparagao com o leite (NRC, 2001; Sok et al., 2017). Possivelmente quanto maior for a
contribui¢do da PMic no total de PM fornecido diariamente para os animais, maior serd a
deficiéncia de His.

Aporte de aminofcidose desempenho de vacas em lactae<o

A resposta ainda mais notavelmente encontrada, e facilmente mensurada, nos
experimentos que suplementam ou realizam balanceamento de AAs é o aumento do percentual
de proteina do leite e citaremos 3 meta-analises para abordarmos tais resultados. No seu estudo
meta analitico, Vyas e Erdman (2009) avaliaram o efeito do suprimento de Lys e Met em g/d
de 23 estudos publicados com vacas em lactacdo. As respostas observadas de proteina do leite
ao consumo diario de Met foi de 4 g de proteina verdadeira do leite por grama de ingestdao
metabolizavel de Met, dentro de um banco de dados com variacdo de 25 a 70 g por vaca/dia de
Met. Da mesma forma, as respostas de proteina do leite a Lys foram de 3,2 g de proteina do
leite por grama de ingestdao de Lys metabolizdvel, com variacido de consumo de Lys entre 80 a
203 g por vaca/dia.

Na analise conduzida por Patton (2010), 35 estudos foram utilizados para avaliar os
efeitos nos niveis de Lys e Met na PM na resposta de produgao de leite e proteina do leite. Neste
estudo temos uma interessante comparacao das dietas quanto aos diferentes cendrios onde a
dieta apresentava deficiéncia ou nao dos dois aminoacidos segundo o modelo matematico, € a
resposta desta frente a suplementac¢do. No geral, a adi¢cdo de Met as dietas aumentou a produgdo
de proteina do leite, tanto em porcentagem (0,07%) quanto em rendimento (27 g/d). O consumo
de MS diminuiu levemente, enquanto a producdo de leite aumentou de maneira muito timida.
Quando as vacas com um balanco positivo previsto de AAs foram suplementadas com Met, a
producdo de leite aumentou, mas quando o balanco de AAs na dieta foi negativo, a produgdo
de leite foi reduzida. O autor ressaltou que nenhuma evidéncia da suporte a necessidade de um
alto nivel de Lys como pré-requisito para obter uma resposta na proteina do leite frente ao
suprimento de Met, como sugerido pelo modelo do NRC (2001).

Mais recentemente, Lean et al. (2018) utilizaram as predi¢des de fluxo de AAs do
modelo CNCPS em sua meta-andlise de 63 experimentos, com o objetivo de analisar os efeitos
do suprimento metabolizdvel de AAs no desempenho de vacas leiteiras. O aporte de Met
metabolizavel prevista pelo CNCPS (g/d) foi associado forte e positivamente a porcentagem e
producdo de proteina do leite, mesmo com pequenas variagdes no aporte (51,91g vs. 56,96g/d).
A producdo de leite, entretanto, foi associada positivamente com His, Leu e Trp. O rendimento
de proteina verdadeira do leite também foi associado aos niveis de Leu metabolizdvel, enquanto
novamente Lys prevista em g/d ndo alterou o desempenho dos animais. Os niveis de Lys
metabolizavel, porém, foram menores do que os normalmente recomendados, bem como a
alteracdo com as suplementacOes foram muito pequenas (157g vs. 162g). Tais evidéncias
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reforcam ainda mais nossa atencao para outros AAs quando tratamos de vacas leiteiras de alto
desempenho, sendo eles principalmente os de cadeia ramificada.

O aumento da producdo de proteina e de caseina do leite com a suplementagdo de
metionina ja € bem descrito na literatura, porém mais recentemente, a maior produgdo de
gordura do leite comecou a ser notada em alguns experimentos € na rotina de alguns
nutricionistas. Ao observarmos os resultados de 9 artigos publicados com suplementagdo de
uma fonte de metionina protegida ruminalmente em tratamentos de lactac@o continua, os dados
sugerem um aumento médio de 0,15 pontos percentuais no teor de gordura no leite, mas
obviamente esta observacdo carece de um tratamento estatistico adequado dos dados
(Misciattelli et al., 2003; Girard et al., 2005; Socha et al., 2005; Ordway et al., 2009; Ardalan
et al., 2010; Chen et al., 2011; Osorio et al., 2013; Zhou et al., 2016; Toledo et al., 2017).
Diversas evidéncias sugerem alguns vinculos entre o suprimento de aminodcidos do organismo
com o metabolismo lipidico, e tentaremos abordar brevemente alguns possiveis mecanismos
para estas observacoes.

Para crescer e se dividir, as células devem aumentar a produc¢ao de proteinas, lipidios
e nucleotideos, a0 mesmo tempo em que suprimem as vias catabdlicas. O complexo mTORC1
desempenha um papel central na regulacdo de todos esses processos e, portanto, controla o
equilibrio entre o anabolismo e o catabolismo em resposta as condi¢des ambientais (Saxton e
Sabatini, 2017). A proteina mTOR € formada de dois complexos proteicos denominados
complexo 1 da mTOR (mTORC1) e complexo 2 da mTOR (mTORC2). O mTORCI modula a
traducdo em resposta a nutrientes, hormonios e fatores de crescimento. Além do hormonio do
crescimento e insulina, aminodcidos essenciais também demonstraram estimular a fosforilagao
de mTORCI1 em fatias de tecido mamaério bovino (Arriola et al., 2014). Curiosamente, o0s
aminodcidos essenciais, individualmente, afetaram de forma independente o estado de
fosforilacdo de mTORCI, e estas alteragdes foram correlacionadas com mudancas nas taxas de
sintese de caseina em fatias de tecido mamario. O estado de energia da célula (relagdo
ATP/ADP) inibe mTORCI1 quando a célula estd em estresse energético, uma vez que a sintese
de proteinas € um processo que consome energia. No entanto, esse caminho parece ser menos
relevante a ativagdo do mTORC1 que os aminoacidos, uma vez que as fatias de tecido
responderam com maior fosforilagdo de mTORCI e taxa de sintese de caseina para estes
nutrientes, independentemente da presenca de acetato ou glicose no meio (Appuhamy et al.,
2014).

Uma interacdo possivel dos aminoacidos na lipogé€nese foi observada usando
hepatdcitos de truta arco-iris, onde metionina e lisina juntamente a insulina ndo apenas
alteraram a sinalizacio mTOR, mas também a expressdo de enzimas ligadas a producao de
acidos graxos, como a enzima dcido graxo sintase (FAS) (Lansard et al., 2010). Ja havia sido
demonstrado em estudo anterior (Lansard et al., 2010), usando cultura de células primarias de
hepatdcitos, que os aminoédcidos regulavam o metabolismo hepético a nivel molecular em
combinagdo com a insulina. Este estudo mostrava que os aminoécidos isolados ou em conjunto
com a insulina foram capazes de regular a expressio de vdarios genes envolvidos no
metabolismo de carboidratos e lipidios, por um padrdo que incluia uma dramatica regulacdo
positiva dependente de mTOR. Com tal hipétese, Li et al. (2016) cultivaram células mamarias
de bovinos com diversas relacdes de aminodcidos, € observaram a expressao génica de diversas
enzimas da sintese de acidos graxos, envolvidas na sintese de cadeias de diferentes tamanhos
de carbono, potencialmente ligadas a sinalizagao pela mTOR, observando as maiores respostas
quando as células foram cultivadas em meios com concentragdes teoricamente 6timas de todos
os aminoécidos essenciais.
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Mais recentemente, um grupo de pesquisadores com o objetivo de avaliar apenas o
efeito da concentracdo de metionina das células desta vez de tecido mamario, sobre a ativacao
do mTORCI1 e seus possiveis mecanismos de aumento da expressdao de genes ligados ao
complexo enzimdtico da sintese de novada gordura do leite, cultivaram tais células em meios
com diferentes concentracOes de metionina, € observaram em uma concentragao de 0,6mM/L
as maiores expressoes de SREBP, relacio mTORCI1 fosforilada e nao fosforilada, bem como a
maior producdo de tri-acil glicerol (Hao Qui, et al., 2018). Tais resultados reforcam ainda mais
a possivel relacdo do metabolismo aminoacidico e lipidico, ndo apenas em ndo ruminantes ou
apenas no tecido hepatico.

Claramente 0 mTORC1 desempenha um papel central na promocdo da biogénese
lipidica, regulando a expressdo de muitos genes lipogénicos, principalmente de uma familia
importante de fatores de transcricdo que estdo envolvidos na sintese lipidica composta pelas
proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBPs) (Laplante e Sabatini, 2009).
Estas proteinas SREBPs sdo fatores de transcri¢ao de ziperes de Leu hélice-al¢a-hélice basicos,
que regulam a homeostase lipidica pelo controle da expressao de varios genes lipogénicos. A
importancia dos SREBPs na lipogénese foi destacada por estudos usando camundongos com
delecdo especifica do figado, que exibem redu¢do no processamento de SREBPs, colesterol e
sintese de acidos graxos no figado (Caron et al., 2015).

Concluses

Com o aumento constante do desempenho produtivo de vacas leiteiras, precisaremos
também evoluir na maneira com que suprimos as necessidades proteicas destes animais. O
conceito inicial que precisamos ter em mente € que a vaca possui requerimentos de AAs, ndo
de nitrogénio (lido atualmente como PB). Desde os anos 60, pesquisadores t€m trabalhado para
descobrir e estimar as reais necessidades de cada aminodcido para vacas leiteiras, de maneira
geral realizando isto com uma abordagem de dose e resposta a produgdo de proteina do leite,
vendo os AAs como estruturas primarias de formagao de proteinas. Conforme a ciéncia tem
evoluido, novas abordagem também tém emergido, e descobrimos que os AAs nao sdo apenas
“blocos” de proteinas, mas moléculas chaves em diversos processos no metabolismo. Fica cada
vez mais elucidado que a efici€ncia ndo apenas da sintese proteica ou da utilizacdo do N, mas
também energética, estao relacionadas com o aporte de AAs que o organismo recebe.

Fica evidente também que o grau de deficiéncia de AAs € dependente de intimeros
fatores, como composi¢ao da dieta (perfil de AAs dos ingredientes), nivel de producdo, estagio
da vida produtiva, status de saude, dentre outros. Porém como discutimos anteriormente, talvez
nem toda vaca terd a mesma limitagdo de AAs, tanto em quantidade como em ordem de
importancia.

Nos deparamos no Brasil com sistemas de pagamento do leite por qualidade ainda
muito timidos na bonificac¢ao por sélidos. Isto num primeiro momento torna mais dificil e pouco
estimulante para produtores e nutricionistas a formulag@o de dietas baseadas no balanceamento
de AAs, além das limitacOes ainda existentes nos modelos nutricionais. Porém, na nossa
modesta opinido, embora ainda timidos, a adocdo destes sistemas de pagamento €
irreversivelmente crescente, ou seja, um caminho sem volta. Acreditamos ainda que com 0s
esfor¢os da academia para compreender toda a interacdo existente, ficard cada vez mais claro e
preciso, a importancia do correto balanceamento de AAs para vacas de alto desempenho.
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O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA (IN 13, 2009) definiu
aditivos destinados a alimentacdo animal como substancias ou microrganismos adicionados
intencionalmente, que normalmente ndo se consomem como alimento, tenham ou ndo valor
nutritivo, que afetem ou melhorem as caracteristicas do alimento ou dos produtos animais. Sao
cinco categorias de aditivos, com alguns de seus exemplos:

a Tecnoldgicos: qualquer substancia adicionada ao produto destinado a alimentacdo
animal com fins tecnoldgicos. Exemplos: adsorventes de micotoxinas e antioxidantes;

b Sensoriais: qualquer substancia adicionada ao produto para melhora ou modificar as
propriedades organolépticas destes ou as caracteristicas visuais dos produtos. Ex.:
aromatizantes e palatabilizantes;

¢ Nutricionais: toda substincia utilizada para manter ou melhorar as propriedades
nutricionais do produto. Ex: microminerais e vitaminas;

d Zootécnicos: toda substancia utilizada para influir positivamente na melhoria do
desempenho dos animais. Ex. equilibradores de flora e melhoradores de desempenho;

e Anticoccidianos: substincia destinada a eliminar ou inibir protozoarios.

Portanto, pelas proprias definicdes e categorias, ¢ possivel entender seus objetivos
principais. Sabe-se que muitos deles tém aplicagdes para varias categorias ou mesmo para
bovinos de corte e outras espécies de ruminantes, mas este trabalho restringiu-se a aditivos
utilizados ou indicados para vacas em lactagdo, pela grande amplitude de produtos.

Muitos destes aditivos sdo comercializados por empresas que os desenvolvem. Entende-
se que a empresa que pretende comercializar determinado aditivo, tem que demonstrar, através
de experimentos, andlises laboratoriais e outros métodos, que o seu produto ¢ eficiente. Ou seja,
ha necessidade de comprovagcdo de que o aditivo apresente um beneficio econdmico ao
produtor.
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O objetivo deste trabalho ¢ apresentar alguns dos principais aditivos alimentares
utilizados para vacas em lactacdo no Brasil, destacando-se aqueles em que ha maior
consisténcia de informagdes e aqueles que ainda carecem de maior suporte de literatura, de
pesquisa ou de analises. Serd apresentada uma breve revisdo de literatura sobre cada assunto e,
para isso, foram buscadas publicac¢des recentes que, se possivel, tratassem de revisdes sobre 0s
respectivos temas. A listagem ¢ por ordem alfabética e ndo se pretende abordar os aditivos
nutricionais, exceto a biotina. Também ndo serd discutido o tema dos aminodcidos, por haver
outra palestra no evento que trata mais profundamente deste assunto.

Serdo aqui abordados: adsorventes de micotoxinas, aromatizantes, biotina, enzimas
(celulases, xilanases, amilases e proteases), fitogénicos (6leos essenciais, sanguinarina e
taninos), leveduras (vivas e culturas ou extratos), monensina, tamponantes e virginiamicina.

,<CF8V7;D7C"<7"E=LFDF*=;>C

Micotoxinas sdo metabolitos toxicos produzidas por fungos, principalmente Aspergillus
flavus, A. parasiticus (aflatoxinas — AF) e o género Fusarium sp (fumonisina, zearalenona,
deoxinivalenol — DON ou vomitoxina, entre outras). Os efeitos sobre os animais geralmente
sdo cronicos, com intensidade dependente do tempo e dose de exposi¢do, mas podem ser
significativos, especialmente para animais jovens ou de maior produtividade.

Ruminantes geralmente sdo menos susceptiveis a intoxica¢do por micotoxinas do que
os ndo-ruminantes, pois foi demonstrado haver degradacdo ruminal de toxina T-2 (produzida
por Fusarium sp), DON e ocratoxina. Portanto, o rimen provavelmente confere certo grau de
resisténcia a estas micotoxinas. Ja a degradag¢do ruminal de aflatoxinas ¢ desprezivel (Mackie
e White, 1990).

Entre as possiveis medidas de combate as micotoxinas esta o uso de adsorventes. Eles
podem fazer parte de um programa de controle e preven¢do, mas dificilmente serdo suficientes
sozinhos para controlar um episddio de micotoxicose em bovinos. O conceito basico ¢ que eles
se liguem a(s) micotoxina(s), reduzindo sua biodisponibilidade e a(s) carreiem para fora do
animal, via fezes.

As principais vantagens dos adsorventes ¢ que eles podem ser relativamente baratos,
reconhecidos como produtos seguros e facilmente adicionados as dietas dos animais.
Entretanto, nem todos os adsorventes sdo eficazes em sequestrar aflatoxinas (Stroud, 2006,
citado por Kutz et al., 2009), mas principalmente as toxinas de Fusarium sp e, mais
particularmente, DON (Boudergue et al., 2009, citados por Ogunade et al., 2018). Outras
possiveis limitagdes sdo o fato deles possivelmente acumularem as micotoxinas nos dejetos e
que podem estar contaminados com metais pesados e dioxinas.

Uma das dificuldades de se avaliar a eficicia de adsorventes em bovinos ¢ a nao
padronizagdo dos métodos de avaliagdo in vitro e, principalmente, in vivo de adsorventes,
dificultando a comparag¢do de produtos entre si (Ondarza, 2007).

Os principais produtos, historicamente, sdo: a) inorganicos: uma grande variedade de
argilas, como bentonitas, zeolitas, e aluminossilicatos de sddio e ou de célcio hidratados; e b)
orgénicos: carvao ativado e principalmente produtos a base de parede celular de leveduras e
produtos resultantes de fermentagdo de Saccharomyces cerevisiae.
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Outra linha de ag¢do ¢ o uso de microrganismos para descontaminag¢do de AF de
alimentos, como o Lactobacillus rhamnosus GG. Os mecanismos envolvidos sdo a
bioconversdo em metabolitos menos toxicos e a adsor¢do. Porém, mais pesquisas sao
necessarias visando sua aplicacdo pratica (Kim et al., 2017).

Recomenda-se a leitura da revisdo publicada por Ogunade et al. (2018), que trata da
contaminagdo por micotoxinas em silagem de milho, sua ocorréncia, efeitos, prevencao e
mitigacdo. O artigo ¢ muito consistente em seus objetivos, listando, entre outros itens, uma
revisdo sobre os principais grupos de adsorventes, tais como as argilas, carvao ativado, polivinil
pirrolidona (PVP), produtos baseados em clorofila aqueles baseados em produtos ou extrato de
fermentagdo de leveduras e as respectivas combinagdes. Destes, aqueles baseados em uso
exclusivo de produtos a base clorofila ndo tiveram, at¢é o momento, relatos na literatura de
avaliacdo em dietas para bovinos leiteiros.

Ha outros artigos disponiveis na literatura que mostram efeito de diferentes adsorventes
de micotoxinas sobre a reducdo dos niveis de AFM; (M; € o metabdlito da AF excretado no
leite), quando fornecidos em dietas com adi¢ao de AFBi, ¢ uma das variantes dos componentes
ativos das AF (Diaz et al., 1999; Diaz et al., 2004; Kutz et al., 2009).

Jiang et al. (2018) observaram que um adsorvente a base de argila sozinho ou adicionado
de um produto de fermentagio de Saccharomyces cerevisiae reduziu a transferéncia de AFB;
em AFM;, de maneira que o nivel excretado ficasse inferior ao limite legal dos EUA (0,5
ng/kg). Os adsorventes também permitiram que a redu¢do dos niveis do metabolito ativo no
leite fosse mais rapida do que o controle (sem adicdo de adsorventes), apds a retirada da
micotoxina da dieta. A associacdo dos adsorventes tendeu a manter a produc¢ao de leite, durante
o desafio com a AF.

Também tem se buscado avaliar os efeitos do uso de adsorventes sobre outros
parametros, como os de imunidade e inflamagdo, em vacas leiteiras, como Pate et al. (2018),
que demonstraram redu¢do da inflamagao de hepatocitos pela adi¢gdo de um adsorvente a base
de aluminossilicato.

Um dos pontos criticos da decisdo de inclusdo ou ndo de um adsorvente na dieta de
bovinos ¢ um programa de andlises rotineiras para volumosos e concentrados, com as
micotoxinas que t€ém maior risco de ocorréncia. Também ¢ importante escolher a metodologia
ou laboratorio devidamente habilitado para tal e analisar todos os fatores que podem facilitar a
ocorréncia do problema e os que podem atenua-los.

Entende-se que a busca por embasamento técnico dos produtos deve ser constante por
parte das empresas, com experimentos in vitro e in vivo que atestem sua eficacia contra as
micotoxinas prevalentes nos rebanhos em questdo. Desta forma, a decisdo pela inclusdo ou nao
tera carater mais preciso € menos empirico, em razdo da variabilidade de resultados descrita.

8FE> D=[>;D0

Vacas podem escolher alimentos especificos em uma dieta, desde selecdo de forragem
até a sele¢do que ocorre quando do uso de dieta total misturada (Maulfair e Heinrichs, 2013).
Ruminantes utilizam a visdo, odor, paladar e o tato para escolher seus alimentos e vacas tém a
habilidade de reconhecer os 5 paladares basicos: doce, amargo, salgado, acido e umami (Ginane
etal., 2011).
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Tem havido crescente interesse pelo uso de aromas em concentrados para vacas
ordenhadas em sistemas robotizados. A utilizagdo de aromas poderia melhorar a atratividade
da racdo e, consequentemente, favorecer a visitagdo a ordenha robotizada, reduzindo-se a
quantidade de vacas atrasadas (que ndo buscam a ordenha).

Além da composi¢do quimica do concentrado oferecido na unidade de ordenha robotizada
(UOR), sua forma fisica e a palatabilidade dos ingredientes utilizados podem influenciar o
consumo ¢ a regularidade de visitas a ordenha. Em certas circunstancias, o aumento da
palatabilidade dos concentrados utilizados na UOR com uso de aromatizantes e palatabilizantes
durante 4 semanas demonstrou aumento no nimero de visitas a ordenha (Migliorati et al.,
2010), mesmo que com baixa oferta de concentrados (1,5 a 3,5 kg/vaca/dia). Harper et al. (2016)
relataram ndo haver alteragdo da ingestdo de alimento e do niimero de visitas a UOR quando
oferecido um concentrado com adi¢do aroma a base de de feno grego ou de baunilha. Outros
fatores do concentrado, como a apresentacdo e a dureza do pelete influenciam o consumo de
concentrado (Sporndly e Asberg, 2006; Rodenburg et al., 2004).

Estratégias para aumentar a atratividade de um alimento sdo utilizadas, em vacas
lactantes, em situagdes como inicio da lactagdao, onde normalmente o consumo de alimentos
cresce lentamente com o avancar dos dias, em vacas enfermas e em sistemas de ordenha
robotizada. O fornecimento de concentrados com flavorizantes doces resultou em aumento do
consumo em vacas no inicio de lactagdo, ainda que por um periodo de poucos dias (Nombekela
etal., 1994). Sporndly e Asberg (2006) conduziram uma série de experimentos de curta duracio
para avaliar o concentrado que mais atrairia as vacas para irem voluntariamente a uma UOR.
Eles observaram uma preferéncia por concentrados peletizados compostos primariamente por
cevada, aveia e polpa de beterraba do que 20 outros alimentos ndo peletizados, incluindo
cevada, farelo de soja e farelo de canola. Uma limitagdo para se utilizar o paladar como uma
forma de estimular os animais a comerem ¢ a necessidade primeira de preensdo do alimento.
Como o bovino utiliza outros sentidos para a selegdo, isso pode comprometer o estimulo
gustatdrio para consumo.

A preferéncia pelo sabor do alimento pode ser usada para estimular a alimentagdo de
vacas leiteiras, o que pode auxiliar no uso de sistemas de ordenha. Vacas usam seus sentidos
para discriminar os alimentos através da visdo, olfato, paladar e toque (Goatcher e Church,
1970). Uma limitacao ao uso do sabor de um alimento para atrair um animal para comer ¢ que
o animal deve primeiro ingerir o alimento; o aroma pode ser um estimulo mais util para a
ingestdo, uma vez que o cheiro ¢ uma das varidveis que afetam a preferéncia. A possibilidade
de se utilizar aromas como estimulantes de consumo parece ter a vantagem de seus compostos
volateis se dispersarem por uma grande area. Em sistemas de ordenha robotizada, o aroma pode
ser detectado pela vaca sem mesmo ela ter que primeiro adentrar no equipamento (Harper et
al., 2016). Entretanto, ¢ dificil elucidar preferéncias de alimentos, pois, em ruminantes, sao
influenciadas por feedbacks pos-ingestivos, causados por nutrientes e toxinas (Provenza et al.,
1996; Favreau et al., 2010). O aroma de fezes bovinas tem a capacidade de dissuadir o animal
a consumir alimentos.

Z=FD=">

O conhecimento das exigéncias dos principais nutrientes requeridos por vacas leiteiras
aumentou substancialmente nas ultimas décadas. Entretanto, ainda pouco ¢ conhecido sobre a
importancia das vitaminas do complexo B. J4 que a maioria destas vitaminas atua como
cofatores essenciais no metabolismo energético, proteico e lipidico, ¢ provavel que a medida
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que a produgdo de leite aumenta, a demanda por estes cofatores também aumenta. O
fornecimento de vitaminas do complexo B a partir dos alimentos e da sintese da microbiota
ruminal ¢ geralmente suficiente para evitar que sintomas de deficiéncia aparegam, mas pode ser
insuficiente para otimizar a eficiéncia metabolica, a produgdo e o valor nutricional do leite em
vacas leiteiras de alta produgdo (Majee et al., 2003, Girard e Matte, 2005).

A suplementacdo com biotina demonstrou ser eficaz em reduzir as lesdes de casco,
reduzir a claudicacdo e aumentar a produg¢ao de leite. Este aumento da produgdo nao foi devido
a melhora na satude dos cascos (Zimmerly e Weiss, 2001, citados por Weiss et al., 2017) e sim
por um provavel efeito de suas fungdes como cofator enzimatico no metabolismo energético.

Parece que em vacas leiteiras de alta producdo, particularmente no inicio da lactacdo, a
forte competigdo por substratos que ocorre entre o gliconeogénese, metilneogénese e sintese
proteica aumenta as quantidades requeridas de algumas vitaminas do complexo B (biotina,
acido folico e vitamina B2, entre outras) para manter a eficiéncia metabdlica. Estas observagdes
enfatizam a necessidade de rever o paradigma de que a sintese de vitaminas do complexo B
pela microbiota ¢ suficiente para atender as exigéncias da vaca leiteira em todas as condi¢des
(Girard e Matte, 2005).

Biotina ¢ uma vitamina hidrossoliivel essencial para a formacdo e a integridade de
tecidos queratinizados, como a pele, pelos, cascos e unhas. Biotina ¢ um cofator de varias
enzimas importantes envolvidas no metabolismo de carboidratos, gorduras e aminoacidos,
incluindo a sintese ruminal de propionato. Bactérias que digerem fibra exigem, mas nao
sintetizam, biotina. Bactérias do ramen responsaveis pela sintese de biotina parecem ser
sensiveis ao baixo pH; assim sendo, altas inclusdes de graos nas dietas reduzem a sintese
ruminal de biotina (Seymour, 1999).

A forte associagdao entre o consumo de biotina, a concentragdo de biotina no soro
sanguineo e a reducdo nas lesdes de casco dao suporte ao conceito que biotina ¢ um nutriente
limitante para a satisfatoria integridade e renovacao de cascos em bovinos leiteiros e de corte
(Seymour, 1999). A suplementacdo com biotina melhora a integridade do casco reduzindo as
incidéncias de verrugas interdigitais, lesdes de sola, separacdo da linha branca, rachaduras no
casco e ulceras de sola (Hutjens, 2010). No mesmo sentido, Weiss (2005) afirmou que, embora
a resposta tenha sido variavel entre experimentos, os estudos até aquele momento relataram
reducdo da prevaléncia de lesdes especificas ou de claudicagdo clinica quando biotina foi
suplementada. O teor de suplementacdo foi de 20 mg/dia na maioria dos trabalhos e que a
resposta era esperada apos cerca de 6 meses de suplementacdo.

E importante frisar que a suplementagdo com biotina ndo representa uma solugdo para
todas as enfermidades de cascos, nem substitui um correto programa de manejo de cascos na
propriedade. Do ponto de vista nutricional, atender os niveis minimos recomendados de fibra
efetiva na dieta, ndo extrapolar os niveis maximos de amido, além de fornecer outros nutrientes
essenciais para a formag¢ao do casco (tais como, vitaminas A e D, célcio, fésforo, enxofre, zinco,
cobre, manganés e aminoacidos sulfurados) sdo estratégias que devem ser respeitadas e
implementadas.

O papel da suplementa¢do da biotina no aumento da producdo de leite ainda ¢ um
assunto controverso. Ferreira et al. (2007) concluiram que a suplementagdo com biotina
aumentou a producao de leite e a producao de gordura em vacas de alta produgdo (43 kg/dia),
mas ndo em vacas de menor potencial produtivo (23 kg/dia). Ferreira et al. (2015) afirmaram
que a suplementacao de biotina ndo alterou a IMS, a produgdo de leite, a composi¢do do leite e
nem o teor de nitrogénio ureico no leite.
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J& que certas bactérias celuloliticas precisam de biotina para seu crescimento, o
incremento no crescimento de bactérias celuloliticas em resposta a suplementagdo com biotina
pode possivelmente aumentar a digestibilidade da MS e, consequentemente, a produgao de leite.
Uma segunda hipdtese tem origem no fato de que a suplementagdo com biotina aumenta a
producdo de lactose em vacas de alta produgdo. Como a secre¢do de lactose ¢ a principal
determinante do volume de leite, a resposta em producao de leite a suplementagdo com biotina
pode estar relacionada com o aumento na secrecdo de lactose, provavelmente devido ao
aumento no fornecimento de glicose a glandula mamaria.

Rosendo et al. (2004) ndo observaram aumento na producgdo de leite quando biotina foi
suplementada as dietas de vacas no periodo periparto (20 mg/dia no pré-parto e 30 mg/dia no
pds-parto), mas observaram possiveis indicios de uma menor mobilizag¢do lipidica em vacas
suplementadas com biotina: aumento na concentracdo de glicose plasmatica e diminui¢do na
concentracdo de 4cidos graxos ndo-esterificados (AGNE).

O NRC (2001) nao estabeleceu exigéncias de biotina para vacas em lactacdo. Mas na
ultima década se popularizou em todo o mundo a recomendacdo de 20 mg/dia, com a
recomendacao de pelo menos 6 meses de suplementagdo antes de avaliar os resultados.

*;[:E>C "

Os ruminantes utilizam carboidratos provenientes tanto da parede como do contetido
celular vegetal para a producgdo de leite e carne. Métodos quimicos, fisicos e bioldgicos sao
utilizados para melhorar a qualidade de alimento, reverter os fatores antinutricionais e aumentar
a digestibilidade de nutrientes (Sujani e Seresinhe, 2015). Entre os métodos biologicos, o uso
de enzimas exogenas estd sendo cada vez mais utilizado e discutido por industrias e
pesquisadores.

As enzimas sdo proteinas produzidas por organismos vivos que aceleram reagdes
quimicas especificas devido ao seu alto grau de afinidade com o substrato (Gurung et al., 2013).
Elas catalisam diversas reacdes em cadeia e quebram as macromoléculas em precursores
simples. A natureza proteica das enzimas tem importante implicagao para sua estabilidade em
altas temperaturas ou durante o transito no trato digestorio.

Como proteinas, elas podem ser desnaturadas pelo calor e pH, e ainda podem ser
submetidas a protedlises por enzimas digestivas ou bacterianas. Uma caracteristica unica das
enzimas ¢ a alta afinidade por determinado substrato. Além disso, ¢ necessario o fornecimento
ideal de substrato em contato constante e inalterado, e um intervalo especifico de pH (4 a 6)
para melhor atividade enzimatica. A taxa de conversdo das enzimas ¢ reduzida quando o
substrato ¢ insuficiente para saturd-la. As enzimas podem ser inibidas ou completamente
inativas na presenga de produtos quimicos (metais pesados) ou inibidores naturais (Lehninger,
2005).

Sua origem pode se dar através de bactérias, fungos ou leveduras. Especificamente, as
enzimas fibroliticas exdgenas podem ser classificadas com base em sua atividade especifica, as
quais hidrolisam a fibra da parede celular da planta em glicose, celobiose ou
celooligossacarideos com atividade combinada de trés enzimas: endoglucanases, exoglucanases
e glucosidases (Zhang e Lynd, 2004).

Ja o Aspergillus oryzae ¢ o microrganismo mais utilizado na extragdo de enzima com
atividade amilolitica (amilase) (Tricarico et al., 2008), porém outros microrganismos podem
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ser utilizados nesta producdo, como Bacillus licheniformis, Chromohalobacter sp.,
Halobacillus sp., Haloarcula hispanica e Halomonas meridiana (Rojo et al., 2005; Prakash et
al., 2009).

No caso de bovinos leiteiros, o melhor aproveitamento dos nutrientes oriundos da fibra
da forragem iré refletir em uma maior produgdo de leite. Neste sentido, a suplementagao de
enzimas fibroliticas visa aumentar a degradabilidade da parede celular vegetal e, assim, otimizar
o desempenho dos animais (Lee-Rangel et al., 2010).

A adicdo de enzimas exogenas a dieta aumenta a capacidade hidrolitica do rimen
principalmente devido ao aumento da taxa de fixagdo bacteriana, estimulagdo das populacgdes
microbianas do rimen e efeitos sinérgicos com hidrolases de microrganismos ruminais
(Beauchemin et al., 2003). Consequentemente, ocorre um aumento da atividade enzimatica no
ramen, o que melhora a digestibilidade da dieta.

Dessa forma, a melhoria na digestibilidade ndo se limita apenas ao nutriente especifico
em que a enzima exdgena ¢ aplicada. Em se tratando de enzimas fibroliticas, o aumento da
capacidade hidrolitica do rimen também pode levar a um aumento na digestibilidade da fragao
de CNF, além de aumentar a digestibilidade da fibra (Beauchemin et al., 2003).

Nas ultimas décadas, varios experimentos foram realizados com o intuito de avaliar a
adicao de enzimas fibroliticas (Beauchemin e Rode, 1996; Beauchemin et al., 2003; Arriola et
al., 2017) e amiloliticas (Chen et al., 1995; Dilorenzo et al., 2011; McCarthy et al., 2013) na
dieta de ruminantes. Contudo, os resultados de tal suplementagdo ainda sdo muito variados em
rebanhos leiteiros devido a fatores que influenciam a efetividade da acao das enzimas, tais como
estadio lactacional do animal, delineamento e tempo do ensaio experimental, modo de agdo da
enzima empregada, sinergismo entre as enzimas e a propria regulagdo enzimatica (Adesogan et
al., 2014).

Celulases e xilanases

As enzimas fibroliticas utilizadas na nutri¢do de ruminantes t€ém como objetivo aumentar
a degradacdo da fracdo indigestivel da fibra, através do sinergismo as enzimas enddgenas do
ramen. Além disso, essas enzimas sdo essenciais, pois estdo envolvidas na hidrélise de
alimentos complexos em suas moléculas organicas mais simples, como glicose, celobiose,
xilose, aminodcidos e acidos graxos, que entdo sao utilizados pelos microrganismos do rimen
(Kozloski, 2011).

A suplementacdo dessas enzimas tende a aumentar a digestibilidade da fragdo fibrosa, o
que pode ocasionar em alguns casos a redu¢do do pH ruminal (Yang et al., 1999), podendo
levar a alteragdes no tempo de mastigagdo, ruminagao e ocio.

Entretanto, em um estudo realizado por Chung et al. (2012), a fermentacao e o pH ruminal
ndo sofreram alteragdo com a adicdo de enzimas fibroliticas na dieta de vacas leiteiras.
Corroborando com os resultados de Bowman et al. (2003), que demostraram que o
comportamento ingestivo, o tempo de mastiga¢do e a ruminag¢ao também nao foram alterados
com a adi¢do dessas enzimas (celulases e xilanases).

A celulose e hemicelulose sdo os principais polissacarideos estruturais das plantas, sendo
que a hemicelulose ¢ constituida por polissacarideos capazes de serem diluidos em meio acido
(Beauchemin et al., 2004). Ja a celulose ¢ o principal carboidrato constituinte da parede celular
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vegetal e se organiza estruturalmente em forma de uma cadeia linear de subunidades de glicose,
conectadas por ligacdo B-1,4, conferindo grande estabilidade a molécula.

A aplicagdo de enzimas fibroliticas nas dietas de bovinos leiteiros tem sido estudada ha
anos com o intuito de melhorar a digestibilidade da forragem e, consequentemente, o
desempenho produtivo (Arriola et al., 2011), porém, a opinido sobre o uso destas enzimas na
dieta de vacas leiteiras diverge entre os mais diversos autores. Por exemplo, de acordo com
Chung et al., (2012), estes aditivos enzimdticos permitem a adoc¢do de dietas com alta inclusdo
de forragem ou subprodutos fibrosos, sem comprometer a ingestdo de energia e a producdo de
leite, mas para Rode et al. (1999), a atividade fibrolitica no ambiente ruminal ¢ normalmente
muito alta, presumindo-se que ndo haveria necessidade de suplementagdo de enzimas a fim de
melhorar este processo.

Assim também, os resultados obtidos em diferentes estudos avaliando a a¢ao da inclusao
de enzimas fibroliticas exdgenas na alimenta¢do de ruminantes, ainda divergem quanto a
eficacia destas enzimas. Em alguns trabalhos ndo foi possivel observar efeito algum nos
parametros avaliados (Beauchemin et al., 2000; Sutton et al., 2003).

Em estudo realizado por Bernard et al. (2010), no qual a suplementagdo de celulase na
dieta de vacas leiteiras, com alimentacao em dieta total misturada, a base de feno de alfafa ou
silagem pré-secada de Tifton 85, ndo houve efeito na produgdo de leite. Porém, em outros
estudos, observou-se a melhora na producdo de leite a0 empregar enzimas na alimentagao
(Kung et al., 2000; Yang, et al., 2000), como os resultados promissores obtidos em estudo
realizado por Bowman et al. (2002), em que a adig¢@o de enzimas fibroliticas na dieta aumentou
a producdo de leite devido ao aumento da digestibilidade da dieta, mas sem que houvesse
aumento da IMS pelos animais.

Bowman et al. (2002) testaram o fornecimento de enzima fibrolitica das seguintes
maneiras: 1) dieta controle (sem enzima); 2) enzima aplicada diretamente no concentrado (45%
da dieta); 3) enzima aplicada no suplemento mineral (4% da dieta); e 4) enzima aplicada no
nucleo mineral (0,2% da dieta). Os resultados mostraram que, quando a enzima foi fornecida
no concentrado, a produgdo de leite aumentou devido ao aumento da digestibilidade da MS,
sem afetar o consumo de MS. Todas as dietas com enzima aumentaram a digestibilidade da
MO, FDN e FDA, mas, quando a enzima foi aplicada no ntcleo mineral e ndo pelo concentrado
(45% da dieta), ndo foi observado o mesmo aumento quando comparado a dieta controle.

E clara a variabilidade de resultados encontrados na literatura, pois métodos de
fornecimento, quantidades fornecidas e diferentes tipos de enzimas podem influenciar os
resultados.

Amilases

O grau de digestibilidade do amido nos ingredientes pode variar de acordo com os niveis
de amido resistente, tamanho do granulo, composicdo e encapsulamento. Theurer (1986)
afirmou que dois dos principais fatores que afetam a degradag@o ruminal do amido sdo a fonte
de grao de cereal e a forma de processamento. Alternativas sdo utilizadas para maximizar a
digestibilidade da fonte energética. A inclusdo de enzima amilolitica na dieta pode auxiliar a
diminuir esses fatores, aumentando a digestibilidade ruminal do amido e utilizagdo dos
nutrientes pelo animal (Barletta, 2011).
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A principal enzima amilolitica utilizada na nutri¢do animal é a-amilase, que hidrolisa
rapidamente os polimeros de amido em oligdmeros menores. Na hidrdlise primaria, os produtos
acumulados s3o maltotriose e maltohexose. Além disso, a-amilase possui estabilidade térmica
alta, permitindo um alto grau de sobrevivéncia apos a quebra do alimento. Barletta (2011)
relatou que a inclusdo de amilase exdgenas na dieta de suinos jovens fornecem beneficios ao
complementar o sistema digestivo imaturo, onde a baixa ingestdo de alimento pds-desmame
esta associada a uma maturagao lenta da secre¢ao de a-amilase.

Recentemente, devido aos elevados pregos do milho como commodity agricola, tem sido
crescente o interesse em reduzir a utilizacdo de amido nas dietas de vacas leiteiras. Mas, ¢
importante atentar-se a este fato, uma vez que a reducdo do amido na dieta pode acarretar em
menor energia disponivel para vacas em lactagdo e, consequentemente, comprometer a
producdo de leite. Diante destes fatos, pesquisas que visem o melhoramento da digestibilidade
do amido dietético sdo importantes para a pecudria leiteira, uma vez que grande parte da
alimenta¢do dos animais constitui-se por elevadas quantidades deste nutriente (Noziére et al.,
2014).

Sistemas intensivos de produ¢do de ruminantes comumente utilizam o amido oriundo de
graos de cereais como fonte primaria de energia (Dilorenzo et al., 2011). Neste sentido,
frequentemente o teor de grios fornecidos na dieta de vacas leiteiras de alta produgdo ¢
aumentado, uma vez que estes animais possuem um elevado requerimento de energia em suas
dietas e, para atender esta demanda, utiliza-se o amido presente nestes ingredientes como a
principal fonte da energia que lhes ¢ requerida (Andreazzi et al., 2018).

O nivel 6timo de amido na dieta de vacas leiteiras ainda ndo estd bem definido, mas
Staples et al. (2007) sugeriram uma faixa entre 24 a 26% da MS da dieta. Entretanto, em grandes
rebanhos comerciais leiteiros nos estados do Michigan e Wisconsin, nos Estados Unidos
(EUA), este nivel variou entre 25 a 30% (Bucholtz, 2006).

Neste sentido, ¢ importante salientar que muitos fatores podem afetar a disponibilidade
de amido na dieta de vacas leiteiras, tais como tamanho de particula do grao de milho, tipo do
endosperma, colheita, método de processamento e armazenamento (Firkins et al., 2001). Assim
também, o processo mais largamente utilizado para se maximizar a digestdo do amido dietético
e melhorar o desempenho animal, ¢ o processamento fisico do grao (Zinn et al., 2002) e,
segundo Weiss et al. (2011), o tamanho de particula do grao de cereal ¢ o fator mais impactante
na digestibilidade, quando a principal fonte de energia utilizada provém do grao de milho
moido. Logo, percebe-se a importancia de se atender as demandas energéticas de animais em
lactagdo, mas evitando-se a0 maximo a acidose ruminal.

Porém, mesmo com a possibilidade de queda do pH ruminal, o amido dietético ¢
importante para maximizar a populagdo microbiana no rimen, uma vez que ¢ uma relevante
fonte de energia para as bactérias. Assim, a amilase pode auxiliar na hidrolise do amido do
milho, promovendo maior energia para o crescimento das bactérias degradadoras de celulose,
ocasionando aumento da digestibilidade da fibra no rimen.

Neste contexto, a adi¢do de amilase na alimentacdo de vacas leiteiras pode vir a melhorar
ndo somente a digestibilidade ruminal do amido, mas também a de carboidratos ndo-amilaceos
(McCarthy et al., 2013), pelo efeito de aumento da populacdo microbiana. Além disso, a
utilizacdo de amilase exdgena em dietas de vacas de alta produg@o objetiva também a melhora
no aproveitamento dos carboidratos presentes nos alimentos (Vargas et al., 2012).
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Contudo, ainda assim, a grande maioria dos estudos realizados com suplementacdo de
enzimas exogenas na alimentagdo de bovinos leiteiros tém como foco as enzimas fibroliticas
(Beauchemin et al., 2003), sendo que estudos com a utilizacdo de amilase eram poucos e nao
completamente explorados (Nozicre et al., 2014).

Pesquisas reportam melhorias na digestibilidade da dieta e desempenho produtivo em
vacas leiteiras recebendo enzima amilolitica exdgena. A suplementagdo de vacas leiteiras com
a-amilase (originaria de Aspergillus oryzae) melhorou o desempenho produtivo (Tricarico et
al., 2005). Essas pesquisas reportaram que para a maxima produgao de leite a dose utilizada foi
de 240 unidade de dextrina (UD) kg de MS da dieta, com um aumento de 1,5 kg/dia em relagao
a ndo-suplementacao (Tricarico et al., 2008). As unidades de dextrina de alfa-amilase (DU) sdao
definidas como gramas de amido solavel dextrinizado por h.

Em estudo realizado por Andreazzi et al. (2018), no qual se avaliou a eficicia da
suplementagdo de amilase exdgena para vacas com alto teor de amido na dieta (32% da MS),
observou-se que as vacas do lote tratamento (recebendo enzima) tiveram a producao de leite
aumentada (+0,7 kg/dia), com reduzida ingestdo de matéria seca (-1,0 kg/dia), resultando em
melhor eficiéncia leiteira (+0,12). Contudo, ndo foi constatada uma maior digestibilidade total
dos nutrientes. Da mesma forma, em um grande estudo de campo realizado por Harrison e
Tricarico (2007), os animais suplementados com aditivo de atividade amilolitica produziram 1
kg de leite/dia a mais.

Takiya et al. (2017) observaram que a utilizagao de doses crescentes de enzima amilolitica
(0, 7,4, 14,45 e 21,95 g/dia de um produto comercial) na dieta de vacas leiteiras no meio da
lactacdo, aumentou a digestibilidade da proteina bruta (PB) e tendeu a aumentar a
digestibilidade da MS, sem afetar o consumo de MS e nutrientes e a producao e composicao do
leite. Nao foi encontrado efeito na digestibilidade do amido e FDN e na concentragao sérica de
glicose.

Uma maneira de avaliar a degradagdo do amido da dieta de ruminantes ¢ a partir do teor
de amido nas fezes, ou amido fecal. Com o intuito de avaliar este fator, Oliveira et al. (2015)
conduziram um experimento com bovinos em confinamento e averiguaram que a porcentagem
de amido fecal ndo foi influenciada pela suplementacdo de enzimas amiloliticas, pois, segundo
os autores, a excre¢ao de amido pelas fezes ¢ também afetada pelo tipo de cereal e pela forma
como os graos sao processados.

Como descrito com as enzimas fibroliticas, os resultados apresentados com a inclusdo de
a-amilase também sdo variaveis, principalmente devido a unidade utilizada do fornecimento da
enzima em cada experimento e as diferentes doses testadas.

Na maioria dos trabalhos, ha apenas efeitos isolados de cada enzima, sem inclusdo de
complexo enzimatico com atividade fibrolitica e amilolitica. Em estudo conduzido por Hristov
et al. (2008), ao avaliar os efeitos da suplementacdo de 10 g/dia de complexo enzimatico,
contendo xilanase e o-amilase, para vacas leiteiras, os autores reportaram aumento na
digestibilidade de MS, matéria organica e N, sem efeitos no consumo de nutrientes e parametros
fermentativos. Contudo, os autores ndo avaliaram produ¢do e composicao do leite.

A contribui¢do de complexos com atividade amilolitica em suplementos com enzima
fibrolitica ainda ¢ pouco conhecida. O uso de enzima fibrolitica e amilolitica exdgena pode
melhorar a digestibilidade da fibra e a eficiéncia de utilizagdo do alimento, assim como
aumentar a digestibilidade do amido em vacas leiteiras de alta producdo, que necessitam de
maior aporte energético e melhor uso dos nutrientes.
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Proteases

A proteina dietética ¢ frequentemente o componente mais caro da alimenta¢do (Morgavi
et al., 2001) e, segundo Annison (1997), para dietas com forragens de baixa qualidade, este
fator contribuiria como agravante na piora da utilizagao de proteina pelos animais, uma vez que
0s microrganismos ruminais passariam a utilizar a proteina dietética como fonte de energia.

Este ¢ um dos motivos pelos quais a utilizagdo de enzimas proteoliticas exdgenas na
alimenta¢do de ruminantes vinha sendo ignorada, pois assumia-se que poderia causar uma
excessiva degradagdo de proteina no rumen, resultando em um ineficiente aproveitamento do
nitrogénio (Eun et al., 2005).

Os niveis de nitrogénio ureico no sangue e na urina diminuiram em vacas suplementadas
com proteases, sendo que os autores atribuiram isto a uma melhora na sintese de proteina
microbiana no rumen e na utilizacdo do nitrogénio. Colombatto et al. (2003) obtiveram como
resultado, em estudo realizado com vacas leiteiras, um aumento na degradabilidade da matéria
seca ¢ da FDN do feno de alfafa e da dieta total misturada, fornecidos aos animais.

Estes resultados apontam possiveis melhorias na eficiéncia da utilizagdo dos componentes
nutricionais da dieta de ruminantes quando enzimas exogenas sdo fornecidas na dieta dos
animais, porém, devido aos inimeros resultados divergentes entre trabalhos e autores, fica
evidente a necessidade de estudos que possam explorar mais os efeitos destas enzimas sobre as
varidveis produtivas em rebanhos leiteiros.

Q=DFYk;=LFC

As plantas produzem uma grande variedade de compostos orgénicos derivados do
metabolismo secundario, que podem ser Uteis em alimentagdo animal, em razdo de diferentes
efeitos. O metabolismo secundario refere-se aos processos metabolicos que ndo possuem uma
distribui¢@o universal, pois ndo sdo necessarios para todas as plantas ou ndo sao absolutamente
essenciais a sobrevivéncia do organismo, mas podem ser uteis ao combate a pragas, a doengas
e ao herbivorismo, por exemplos.

Estas substancias sdo identificadas como extratos herbais, compostos herbais,
fitonutrientes (que se entende ndo ser o termo mais apropriado, por ndo serem necessariamente
nutrientes), fitobidticos, aditivos fitogénicos e outros. Dentre estes aditivos encontram-se 0s
taninos ¢ os dleos essenciais (OE).

Oleos essenciais

Calsamiglia et al. (2007) descreveram OE como compostos vegetais volateis aromaticos
com consisténcia oleosa, tipicamente obtidos por destilagdo a vapor, com uso de alcoois, ésteres
ou aldeidos, derivados de fenilpropanoides e terpenoides. Alguns exemplos incluem timol
(tomilho e orégano), eugenol (cravo-da-india), pinene (zimbro), limonene (endro),
cinemaldeido (canela), capsaicina (pimentas), terpineno (fea tree ou melaleuca), alicina (alho),
anetol (anis) e outros. Importante ndo haver confusdo com acidos graxos essenciais, que se trata
de outro conceito, ligado aos lipideos.

Muitos sdo os efeitos descritos na literatura, como agao antimicrobiana contra bactérias
(gram-positivas e gram-negativas) e fungos, incluindo leveduras, podendo agir como como
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modificadores ruminais, ao estimular a producao de propionato, reduzindo-se as producdes de
amonia e metano, segundo Oh et al. (2017a), em revisdo sobre o assunto. Entretanto, a maioria
das pesquisas foi feita in vitro, em sistemas por batelada ou cultura continua e os resultados nao
necessariamente foram confirmados in vivo, especialmente com vacas em lactagdo. Estes
efeitos antimicrobianos dos OE sdo atribuidos & hidrofobicidade de seus compostos ativos
(Calsamiglia et al., 2007).

Entretanto, os efeitos dos OE sdo dependentes da dieta e de seu pH, tornando sua
aplicacdo restrita a determinados contextos. Por exemplo, a capsaicina parece ter menor efeito
em dietas com alta inclusdo de forragens, comparado ao uso em dietas de alto concentrado,
onde resulta em aumento da IMS e da producao total de AGV e reducao de acetato (Calsamiglia
et al., 2007).

De maneira geral, os experimentos in vitro utilizaram doses muito maiores do que o
fisiologicamente aceitavel para aplicagdes in vivo. As respostas em fermentacdo ruminal
também nao foram consistentes entre os estudos em animais. Especulou-se que, comparado
com vacas leiteiras, o pH ruminal relativamente menor em bovinos de corte pode ter favorecido
os efeitos dos OE, aumentando sua hidrofobicidade, o que aumentaria os impactos adversos
sobre a membrana celular das bactérias (Cardozo et al., 2005).

Segundo Oh et al. (2017a), de modo geral, os estudos que avaliaram os efeitos de
ingredientes fitogénicos na producdo de bovinos de corte e de leite obtiveram respostas
inconstantes, provavelmente devido as diferencgas na composi¢ao quimica dos proprios aditivos,
doses e ordem de paricdo. Uma mistura de cinemaldeido e eugenol (525 mg/cabeca/dia) nao
teve efeito sobre a produtividade de vacas (Tekippe et al., 2013). Wall et al. (2014) relataram
que a mesma mistura reduziu a producdo de leite (400 e 600 mg/cabega/dia) em vacas
multiparas, mas aumentou a produgdo em primiparas (200 e 600 mg/cabega/dia). Stelwagen et
al. (2016) e Oh et al. (2017b) relataram que o fornecimento de oleoresina de Capsicum
protegido ruminalmente (100 ou 200 mg/cabega/dia) aumentou a producdo de leite e a
eficiéncia alimentar.

E plausivel que baixas doses destes aditivos podem ter agdo sobre o animal hospedeiro,
por meio de mecanismos péds-ruminal, & parte de efeitos sobre a microbiota ruminal.
Componentes fenolicos sdo resistentes a degradagdo microbiana no ramen. Além disso, ao se
considerar a taxa de passagem da digesta pelos compartimentos anteriores do estdmago,
entende-se que parte dos OE fornecidos a um ruminante, quando associados a fase fluida da
digesta, pode atingir o abomaso e intestino (Oh et al., 2017a).

Rodrigues et al. (2019) suplementaram uma mistura de taninos condensados e OE
encapsulados (cinemaldeido, curcumina, capsaicina e piperina) e observaram que as vacas
mesticas Holandesa x Gir suplementadas ganharam mais escore de condig¢do corporal, com
maior producdo de leite, sem diferencas na composi¢ao do leite, resultando em maior producao
corrigida para gordura e maior produgdo corrigida para energia, comparadas com os animais
ndo suplementados. Também houve menor concentracdo de haptoglobina e de cortisol (este,
nos dias 21 e 42 do experimento) e maior concentracdo de fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1) nos dias 7, 35 e 63 do experimento.

Foi demonstrado que fitogénicos resultaram em respostas mediadas por receptores, como
por exemplo, pela ativagdo de canais potenciais do receptor transiente (TRP), um grupo de
canais i0nicos localizados principalmente na membrana plasmatica de numerosos tipos de
células animais, como em neurdnios, mucosa intestinal, pancreas e células do sistema imune
(Holzer, 2011, citado por Oh et al., 2017a). Como exemplos, eugenol se liga a alguns tipos de
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TRP e apresenta propriedades antinflamatorias e antioxidantes; cinemaldeido atua como
estimulador imunologico, ao se ligar a determinados tipos de TRP; e a capsaicina modula a
resposta imunologica e estimula o fluxo sanguineo intestinal ao se ligar a alguns canais
especificos.

A infusdo abomasal de 6leo de alho, Curcuma e Capsicum aumentou as células T-kelper,
relacionadas a imunidade adaptativa, sem alterar as populacdes microbianas intestinais, em
vacas leiteiras. Capsicum protegido ruminalmente reduziu a secre¢ao de insulina durante o teste
de tolerancia a glicose e reduziu as respostas da fase aguda em vacas desafiadas com
lipopolissacarideos (Oh et al. 2017a). Na revisdo destes autores, outros efeitos dos fitogénicos
sobre mecanismos do sistema imunolégico foram descritos.

Fitogénicos atuam como antioxidantes, por reduzir substancias reativas ao oxigénio.
Compostos fenolicos foram relatados como tendo aumentado a concentracdao de antioxidantes
endogenos, como a superoxido-dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa-peroxidase
(GSH) (Masella et al., 2005, citados por Oh et al., 2017a).

Hashemzadeh-Cigari et al. (2015) relataram aumento da sensibilidade a insulina em vacas
leiteiras suplementadas com uma mistura de fitogénicos, contendo alecrim, canela, circuma e
cravo-da-india. Oh et al. (2017b) observaram que a suplementacdo de Capsicum reduziu a
concentragdo sérica de insulina, sem alterar a concentracdo de glicose, durante teste de
tolerancia a glicose. Portanto, estes autores inferiram que os fitogénicos, por meio de sua a¢ao
sobre a sensibilidade ou a secre¢do da insulina, podem redirecionar a glicose para a sintese de
lactose e consequente producao de leite em vacas.

Sanguinarina

A busca por alternativas terapéuticas ou de auxilio a uma melhor produtividade na
producdo de ruminantes ndo € exclusiva a producao de alimentos organicos, mas estes podem
ser exemplos de como hé desafios a serem superados pela ciéncia, quando se visa a melhora da
saude e da producdo (Cabaret, 2003). Como uma das vantagens, a fitoterapia pode apresentar
grande diversidade de moléculas encontradas em um mesmo medicamento (Cechinel Filho e
Yunes, 2001), tornando, por exemplo, a selecdo de microrganismos resistentes em um uso
prolongado mais improvavel, ao contrario do que ocorre atualmente com os antibidticos e
vermifugos de uma so6 substancia.

Entre estas plantas, ha crescente interesse por Macleaya cordata, uma planta da familia
das Papaveraceae, pois ela contém um alcaloide natural, chamado de sanguinarina, que vem
sendo associada a melhoria de desempenho em algumas espécies animais (Barajas et al., 2015;
Mellor, 2001). A sanguinarina ¢ classificada como um alcaloide quaternario da familia
benzofenantridina e protege o epitélio intestinal contra a colonizagdo de bactérias prejudiciais,
devido as suas propriedades anti-inflamatdrias sistémicas.

Existe um produto comercial a base desse extrato, que em frangos de corte tem sido
utilizado para substituicdo de promotores de crescimento tradicionais e para melhorar a
eficiéncia de utilizagao de nitrogénio (Vieira et al., 2008).

Estudos in vitro com cultura microbiana ruminal mostraram que a sanguinarina alterou a
fermentagdo, aumentou a concentragdo total de 4cidos graxos volateis e aumentou a relagao
acetato: propionato, assim como a concentragdo de nitrogénio (N) amoniacal, dependendo do
pH (Moya et al., 2007).
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A seguranca oral do produto foi verificada por Kosina et al. (2004), administrado em
suinos. Nao foi identificada a presenca de sanguinarina na musculatura apés 90 dias de
administracdo da dose 5 mg/kg de peso vivo. Houve um aumento da concentracdo plasmatica
do principio ativo na gengiva e no figado, além da inibi¢do das enzimas alanina transaminase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Nao foram relatadas alteragdes na produtividade e
saude.

Wang et al. (2018) avaliaram a seguranga da suplementagdo de sanguinarina para vacas
leiteiras. Nao houve diferenca significativa entre os grupos avaliados (sem extrato de M.
cordata, com 1.000 mg/vaca/dia e com 10.000 mg/vaca/dia) para producao de leite, composi¢ao
do leite e escore de condigdo corporal. Os animais suplementados com 10.000 mg do extrato
apresentaram maior volume corpuscular médio e menor concentragdo de hemoglobina
corpuscular. As concentragdes de sanguinarina e de queleritrina no leite estavam abaixo do
limite minimo detectavel pelo método utilizado. Portanto, o extrato de M. cordata ¢ bem
tolerado pelas vacas leiteiras em lactagdo, mesmo nos niveis mais elevados que foram testados.

Em experimento em bovinos de corte, Plascencia Jorquera et al. (2014) observaram que
a inclusdo de sanguinarina aumentou o fluxo de nitrogénio ndo amoniacal para o duodeno e
diminuiu o fluxo de nitrogénio amoniacal. Esse aumento pode ser explicado numericamente
por um fluxo maior de nitrogénio do alimento nos niveis mais altos de suplementagdo de
sanguinarina. O aumento do fluxo de nitrogénio ndo amoniacal ¢ uma consequéncia da reducao
na fermentagdo do alimento pela flora ruminal, confirmando a propriedade antimicrobiana da
sanguinarina em ruminantes.

Barajas et al. (2015) avaliaram a suplementacdo de um produto comercial a base de
sanguinarina para bovinos de corte em terminagdo e observaram que a eficiéncia alimentar
respondeu de forma quadrética, com o uso de 3 g do produto com melhor resultado (0,17; 0,19
e 0,15 kg/kg para o controle sem suplementacdo, 3 g e 8 g do produto comercial/cabega/dia,
respectivamente).

A inclusdo de um produto comercial a base de sanguinarina em dietas de bovinos de corte
em confinamento tendeu a aumentar as energias liquidas de mantenca e de ganho; e também
tendeu a melhorar a relagdo IMS/ganho de carcaca quente e a reduzir o deposito de gordura
renal, pélvica e coronaria (Barajas et al., 2014).

Taninos

Taninos existem como uma grande variedade de substancias na natureza, amplamente
distribuidas em alimentos, como forragens, cereais, frutas e outros. As formas mais comuns sao
divididas tipicamente em duas grandes classes, de acordo com sua estrutura quimica: taninos
hidrolisdveis e taninos condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acidos galico ou
elagico ligados ao um nucleo polidl, tipicamente glicose (Naumann et al., 2017). Apresentam
relativamente baixo peso molecular; sdo susceptiveis a hidrolise por acidos, bases ou esterases
e, portanto, podem ser facilmente degradados e absorvidos no aparelho digestorio, podendo
causar efeitos toxicos em herbivoros (Huang et al., 2017).

Taninos condensados ou proantocianidinas consistem de subunidades de flavanas-3-ol
ligadas entre si para formar oligdmeros e polimeros (Naumann et al., 2017), que incluem as
catequinas, epicatequinas, galocatequinas e epigalocatequinas. Formam estruturas mais
complexas, de maior peso molecular que os hidrolisaveis e somente hidrélises oxidativas e

\eo00, 91
o U,

<«

m’ (PLO7F"<F".7=D7
it Q,$*4R0Q0 "



GUFU I"#=EJKC=F"1;D78;>L=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=CY F 722 G
” 14"#=EJKC=BL=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7".7=D7"
§) FAMEV I5"#=E JKC=F"$=;7=8F"<7"(MD8=NOF'<7"3><F"¢7" 7=D7
@~&'@B7C7D7EGSET" @GH

acidas fortes podem despolimerizar sua estrutura. Nao sao susceptiveis a degradacdo enzimatica
anaerdbica (Huang et al., 2017).

Ambeas as classes de taninos sdo definidas como compostos polifenois adstringentes, que
caracteristicamente se ligam e precipitam proteinas soliveis (Naumann et al., 2017).

Taninos sd@o metabolitos secundérios de plantas e agem como parte de seus mecanismos
de defesa contra patogenos e insetos. Sdo atribuidas aos taninos diversas atividades bioldgicas,
como antimicrobiana, antiparasitéria, antiviral, antioxidante, antinflamatoria, imunomodulagao
€ outras.

Porém, destaca-se sua caracteristica de se ligar a proteinas, reduzindo sua degradagado
ruminal (Huang et al., 2017). A ligagdo a proteinas ¢ dependente da estrutura de ambos, proteina
e taninos e o aumento da inclusdo de taninos condensados reduz a taxa e a extensdo da
degradacdo proteica ruminal (Naumann et al, 2017), ou seja, reduz a proteina degradéavel
ruminal (PDR) e a concentragdo de amodnia no rumen. Este mecanismo altera o padrao de
excre¢ao de N pelo animal, reduzindo-se as perdas urindrias enquanto aumentam as perdas
fecais. Com isso, pode haver reducdo da emissdo de 6xido nitroso dos dejetos, favorecendo a
sustentabilidade da producdo de bovinos. Porém, hd necessidade de maior esclarecimentos
sobre a degradabilidade intestinal deste aumento de proteina ndo degradavel ruminal (PNDR).

Segundo Naumann et al. (2017), tém-se menos informacgdes sobre o efeito dos taninos
sobre a producdo de proteina microbiana ruminal. Novamente, h4 forte relacdo da dose e
estrutura dos taninos utilizados. Por exemplo, a adi¢do de extrato de taninos de quebracho em
taxas de 1, 2 e 3% da IMS resultou em melhor eficiéncia microbiana em ovelhas alimentadas
com alfafa (Al-Dobaib, 2009, citado por Naumann et al., 2017).

Acredita-se que o pH 4cido do abomaso favorega a dissociagdo da ligagdo tanino
condensado-proteina, liberando ambos compostos para o processo de digestdo. Entretanto, o
pH neutro do intestino delgado pode favorecer uma nova complexagdo entre ambos, ainda que
possivelmente em niveis menores. Também ha relato de aumento de secre¢do de proteinas
endogenas no intestino, reduzindo-se a digestibilidade total da proteina (Orlandi et al., 2015).

A atividade antimicrobiana, contra bactérias, fungos e leveduras, ocorre por diversos
mecanismos, mais frequentemente associados aqueles que causam algum dano a membrana do
microrganismo. Ocorre mais frequentemente contra bactérias Gram-positivas do que com
Gram-negativas. Porém, taninos condensados demonstraram eficicia contra diversas Gram-
negativas patogénicas. Como existem taninos de muitas diferentes origens e com multiplas
composi¢des quimicas, ndo se pode generalizar seus efeitos e hd que se estudar as agdes
antimicrobianas de um tanino especifico que se pretenda utilizar em produg@o animal (Huang
etal., 2017).

Alguns tipos de taninos condensados apresentaram eficacia contra diversos
enteroparasitas, como Ostertagia, QOesophagostomum, Cooperia, Trichlostrongylus e
Strongyloides, de maneira dose-dependente. Houve efeito em diferentes fases do ciclo dos
parasitas, tanto in vitro quanto in vivo, dependendo da origem do tanino e da dose utilizada,
segundo revisao realizada por Huang et al. (2017).

Atividade antinflamatoéria foi descrita para taninos de vdrias origens, por diferentes
mecanismos, provavelmente mais associados a sua potente capacidade antioxidante. Porém, ha
relatos de modulacdo da expressdo de citocinas, inibicdo da produg¢do de mediadores pro-
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inflamatorios. Entretanto, a maioria dos estudos foi realizada in vitro, carecendo de confirmacao
in vivo (Huang et al., 2017).

Também ha relatos de acdo antiviral de taninos, dependendo da composi¢do quimica e de
sua estrutura, com mecanismos como a inibicdo de adesao do virus a c¢lula-alvo, inibicao da
penetracao do virus ao nucleo e inibi¢ao da transcriptase reversa viral (Huang et al., 2017).

Os possiveis efeitos antinutricionais dos taninos, especialmente dos condensados, ndo
podem ser generalizados. Ha relatos de reducdo da ingestdo de alimentos, pela adstringéncia, e
reducdo da digestibilidade de proteinas, carboidratos e lipideos. A propria adstringéncia ocorre
por formagdo de complexos de taninos condensados com proteinas na saliva. Portanto, quando
maior a formagdo destes complexos, maior a adstringéncia e menor a palatabilidade. Mas,
novamente, os taninos possuem capacidades muito diferentes de se complexarem as proteinas.
Da mesma forma sdo os efeitos sobre a reducdo da digestibilidade, muito varidveis e
dependentes da composi¢do e dose dos taninos (Naumann et al., 2017). H4 que se considerar,
ainda, a possivel presenca de outros metabolitos secundarios das plantas, que podem contribuir
para os efeitos observados, mas que nem sempre sdo quantificados em avaliagdes ou
experimentos com taninos.

Pode haver tolerancia aos efeitos antinutricionais dos taninos, como por exemplo, pela
presenca de microrganismos degradadores de taninos na flora ruminal ou pela presenca de
proteinas que se ligam ao tanino na saliva, mas ainda sdo necessarios mais estudos sobre o tema
(Naumann et al., 2017).

Taninos também apresentam capacidade de se ligar a minerais, como Fe e, em menor
extensdo, Cu, Mn, Al, Zn e Co. Mas, pouco se sabe sobre o efeito desta ligacdo sobre a
biodisponibilidade dos minerais.

.7V7<M8>C

Leveduras tém sido fornecidas aos animais hd mais de 100 anos. Embora existam
aproximadamente 500 diferentes espécies de leveduras, a mais comum na suplementagdo aos
bovinos ¢ a Saccharomyces cerevisiae. S3ao0 microrganismos eucariotos unicelulares
pertencentes ao reino Fungi, as quais fermentam carboidratos e se reproduzem assexuadamente
por gemulacdo ou biparticdo. Sobrevivem tanto na presenca como na auséncia de oxigénio,
reproduzindo, rapidamente, quando o meio ¢ rico em oxigénio (Tortora et al., 2000).

As leveduras estdo presentes em baixa concentragcdo no fluido ruminal e nenhuma das
espécies isoladas ¢ de S. cerevisiae. A limitada reproducdo deste microrganismo dentro do
ramen (Martin e Nisbet, 1992) sugere que o crescimento de S. cerevisiae no fluido ruminal seja
improvavel (Chaucheyras-Durand et al., 1998), fazendo-se necessaria a introducdo constante
com a dieta ingerida. Apesar de ndo se reproduzirem no ambiente ruminal, as leveduras
possuem atividade metabolica no rimen e mantém sua viabilidade por algum tempo (Newbold
et al., 1996).

Existem dois tipos de aditivos a base de leveduras: leveduras vivas e culturas ou extratos
de leveduras (Ondarza, 2005). Leveduras vivas contém células de leveduras secas e podem
conter parte do meio onde a levedura cresceu. A concentracao de células vivas ¢ mensurada em
termos de unidades formadoras de colonia ou UFC. Produtos comerciais geralmente contém
(ou deveriam conter) de 5 a 20 bilhdes de UFC/g.
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J4 as culturas de leveduras ndo necessariamente contém células vivas; assim os produtos
comerciais ndo expressam as concentragdes de leveduras em UFC. Culturas de leveduras
contém células de leveduras mortas, o meio em que a levedura cresceu e os metabolitos
produzidos pelas células de leveduras enquanto vivas durante o processo fermentativo. O
argumento utilizado ¢ de que a cultura de leveduras estimule a multiplicagdo e a atividade de
bactérias fibroliticas e das utilizadoras de lactato (Dias et al., 2018a).

Os beneficios da suplementacdo com levedura na nutricdo de ruminantes podem ser
justificados pelos modos de agdo desse aditivo, como melhora da fermentacdo ruminal através
do aumento da digestibilidade de nutrientes, alteracdo na proporc¢ao dos acidos graxos volateis
produzidos no rimen, redu¢do da amodnia e aumento da populagdo microbiana ruminal
(Chaucheyras-Durand et al., 2008).

Leveduras vivas

Ha trés principais hipoteses que podem explicar os beneficios das leveduras vivas:
melhora da fermentacao da fibra dietética, utiliza¢ao do 4cido latico, estabilizando o pH ruminal
e utilizacao do pouco oxigénio existente no rimen, tornando-o ainda mais anaerobico (Ondarza,
2005).

Por conta do efeito modulador das leveduras no pH ruminal, este aditivo ¢ particularmente
recomendado para a vaca leiteira no periodo de transicdo, a fim de reduzir as flutuagdes no
consumo. Robinson e Garrett (1999) determinaram que vacas suplementadas com leveduras
mantém seu padrao normal de consumo até um ponto mais proximo do parto que animais nao
suplementados (7 dias ao invés de 10) e restabelecem seu padrdo normal de consumo apds o
parto mais rapidamente (14 dias ao invés de 20 dias pds-parto).

Da mesma forma, Dann et al. (2000) concluiram que a suplementacdo com leveduras
aumentou o consumo de MS durante os tltimos 7 dias de gestacdo (9,8 versus 7,7 kg/dia) e
durante os primeiros 42 dias de lactagdo (13,7 versus 11,9 kg/dia) de vacas Jersey. A
suplementagdo com 60 g/dia de cultura de levedura também resultou em menores perdas de
peso corporal e menor mobilizagdo de energia corporal para a producdo de leite no inicio da
lactacdo. Por outro lado, nenhuma difereng¢a em producdo e composi¢do do leite foi observada
entre animais tratados e ndo suplementados.

Além da indicacdo de adicionar levedura viva as dietas de vacas leiteiras no periparto,
também se recomenda a suplementac¢do no primeiro ter¢o ou na primeira metade da lactagao.
No restante da lactacdo, como a producdo de leite ¢ menor, o consumo alimentar ¢ suficiente
para atender a demanda e a ingestdo de concentrado ¢ mais baixa, a recomendagao de incluir
levedura viva a dieta ¢ questionavel.

Outra recomendacao técnica no uso de leveduras vivas € a sua indica¢do em situacoes de
estresse, e particularmente em periodos de estresse caldrico. Moallem et al. (2009) concluiram
que a suplementacdo de leveduras vivas para vacas leiteiras durante o verdo israelense
aumentou o consumo alimentar em 2,5% (24,7 versus 24,1 kg MS/dia no grupo controle), a
producdo de leite em 4,1% (37,8 versus 36,3 kg/dia no grupo controle) e a eficiéncia leiteira em
3,7%. Nao foram verificadas diferengas significativas entre vacas suplementadas e ndo tratadas
para os teores de gordura e proteina no leite.

A suplementagdo de leveduras em condic¢des de estresse calorico resultou em aumento da
producdo de leite (26,7 vs. 25,4 kg/dia) e de so6lidos no leite (3,06 vs. 2,92 kg/dia),
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especialmente de lactose. Também houve reducdo da frequéncia respiratoria (48 vs 56
movimentos/min) e aumento da concentra¢do plasmatica de niacina (1,31 vs 1,22 pg/mL)
(Salvatti et al., 2015).

Por outro lado, Shwartz et al. (2009) mantiveram 23 vacas multiparas em cimaras
climaticas por 21 dias, com temperaturas variando entre 29,4 e 37,8°C e 20% de umidade, e
concluiram que a suplementagdo com culturas de leveduras ndo preveniu ou amenizou 0s
marcantes efeitos negativos do estresse caldrico na producao de leite e no consumo alimentar.

Segundo Marden et al. (2008) a suplementacdo com levedura viva tem a mesma
habilidade do bicarbonato de s6dio em estabilizar o pH ruminal ap6s a alimenta¢do. Enquanto
o bicarbonato promove o tamponamento do excesso de acido produzido no rimen, a levedura
viva previne o acimulo de lactato e permite melhor digestao da fibra no rimen. A redugdo na
concentragdo total de lactato alcangou 67%; 16,5 mM para a dieta controle, 12,2 mM para a
dieta com 150 g/dia de bicarbonato de sédio e 5,4 mM para a dieta com 5 g/dia de levedura
viva.

Em meta-analise de Robinson e Erasmus (2007), 21 experimentos com vacas Holandesas
em lactacdo, envolvendo a suplementagdo com 6 diferentes produtos comerciais de leveduras
Saccharomyces cerevisiae, foram analisados em conjunto. Apesar das grandes diferencas entre
os experimentos, ndo houve resposta significativa da suplementacdo com leveduras para as
varidveis produ¢do e composi¢ao do leite e consumo de MS. Apesar da ndo significancia na
meta-analise, a resposta em produgdo de leite foi em média de +0,9 kg/vaca/dia, e este
incremento parece ser absoluto, ndo proporcional. Estes ultimos autores também sugerem que
o uso mais efetivo das leveduras ocorre em dietas de baixa fibra e alto amido. Em outras
palavras, as respostas as leveduras parecem diminuir a medida que se aumenta a proporcao de
fibra em detergente neutro (%FDN) da dieta. Isto é particularmente relevante nas condi¢des
brasileiras, onde h4 altas inclusdes de silagem de milho e grdo de milho finamente moido nas
dietas de vacas em lactagdo e, por conseguinte, teores de amido normalmente elevados (25 a
32% MS).

Uma questdo polémica ao se suplementar leveduras vivas ¢ saber se o produto comercial
em questdo resiste ou ndo ao processo de peletizacdo da ragdo. Embora algumas empresas
disponibilizem produtos especificos que supostamente resistem a peletizagdo, entende-se que a
suplementagdo de leveduras vivas deva ocorrer preferencialmente em ragdes fareladas ou a
adi¢do diretamente nas dietas. Se o nutricionista se convencer que determinado produto
comercial ¢ de fato formado por levedura viva que resiste a peletizacdo, indica-se a
quantificac¢do periddica da contagem de leveduras da ragdo peletizada em laboratdrio. Ressalta-
se ainda que esta contagem total ndo quantifica exclusivamente as leveduras do probiotico, mas
também as leveduras selvagens, ¢ nem mesmo uma contagem pré mais uma contagem pos-
peletizagdo dard 100% de certeza que a levedura do produto comercial de fato resistiu a
peletizagao.

Longuski et al. (2009) confirmaram que a suplementagdo com leveduras pode auxiliar na
preven¢do da depressdo da gordura do leite, mas salientaram que este modo de a¢do ainda
precisa ser elucidado. Robinson e Erasmus (2007) foram mais céticos e afirmaram que a
suplementagdo com leveduras vivas pode contribuir na prevencdo da acidose subclinica, mas
em menor grau que a ado¢do de um correto manejo alimentar. De fato, dos 21 experimentos
incluidos na meta-analise de Robinson e Erasmus (2007), a média de alteracdo do pH ruminal
foi de somente 1,6%, ainda que 86% dos experimentos avaliados relataram tal aumento.
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Cultura ou extrato de leveduras

Em uma meta-analise, Poppy et al. (2012) concluiram que a suplementacdo de diferentes
produtos comerciais a base de cultura de leveduras para vacas em lactagdo resultou em aumento
de 1,18 kg de leite/vaca/dia e aumentos na produgao de leite corrigida para gordura e produgao
de leite corrigida para energia. As producdes de gordura (+0,06) e de proteina (+0,03
kg/vaca/dia) também apresentaram aumento com a suplementagdo destes aditivos. A IMS até
70 dias de lactacdo aumentou em 0,62 e, apds os 70 dias de lactacdo reduziu em 0,78
kg/vaca/dia.

A cultura de leveduras também parece ser benéfica em situagdes de estresse térmico e
esse efeito reside no fato de que um dos metabolitos presentes na cultura de leveduras ¢ a
niacina, composto que estimula a vasodilatagdo periférica (Kamanna e Kashyap, 2008). Dias et
al. (2018b) ao suplementarem vacas leiteiras com cultura de leveduras, encontraram um
aumento significativo (p<0,05) na niacina plasmatica comparado ao grupo sem suplementagao.
Esse aumento levou a redugdes significativas (p<0,05) da frequéncia respiratéria, e das
temperaturas retal e da pele, além de uma tendéncia (p=0,13) de aumento na taxa de sudorese.
Esses efeitos parecem ter otimizado o metabolismo energético dos animais, levando a um
aumento na eficiéncia leiteira de 1,5 (grupo controle) para 1,64 (grupo tratado), além de
aumento da glicose sanguinea nas vacas recebendo a cultura de leveduras.

Entretanto, Dias et al. (2018b), ao suplementarem cultura de leveduras para vacas em
lactacdo, encontraram um aumento na produgao de leite de 1,9 e 3,7 kg/vaca/dia em dietas com
23% de amido (baixo) e 29% de amido (alto), respectivamente. na producao de leite tanto em
dietas com baixo, quanto em dietas de alto amido, sendo de 1,9 kg/vaca/dia. Nas vacas
recebendo alto amido, a suplementacdo elevou significativamente o pH ruminal médio de 6,02
(controle) para 6,42 (com cultura de leveduras). Outro efeito positivo foi a melhor
digestibilidade do FDN em ambos os teores de amido, o que de certa forma corrobora uma das
hipoteses do uso desses produtos, que € o incremento na atividade de bactérias celuloliticas.

Dias et al. (2018a) observaram aumento de produgao de leite corrigida para gordura (2,2)
e producao de leite corrigido para energia (2,0 kg/vaca/dia) quando da suplementacdo de cultura
de Saccharomyces cerevisiae, em dietas de baixo e alto amido, respectivamente, comparados a
ndo suplementacdo. Também houve aumento da producdo de gordura e de proteina verdadeira
no leite, além de aumentar o tempo de ruminagao, embora tenha havido reducao da duragdo e
do tempo de refeicdo com a suplementagdo. A cultura de levedura também aumentou o pH
ruminal em dietas com alto amido e reduziu as concentragdes de lactato no rimen e de
haptoglobina no plasma.

$F;7,C=;> "

A monensina, assim como outros ionoforos, ¢ um antibiotico, produzido por fungos do
género Streptomyces cinnamonensis, com reconhecida eficdcia nas exploragdes pecuarias. Os
dados de literatura sdo abundantes e extremamente consistentes para o efeito dos iondforos,
tanto em bovinos de corte como em bovinos leiteiros. A maior parte dos experimentos foi
conduzida com monensina sddica. No Brasil, estdo registrados no Ministério da Agricultura,
além da monensina, a lasalocida e a salinomicina (Lanna e Medeiros, 2007).

O efeito mais notério dos ionoforos ¢ o aumento da retengdo de energia fermentada no
ramen devido a uma alteragdo no padrdo de fermentacdo, com maior produgdo de propionato
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(C3) em relagdo a acetato (C2) e decorrente diminuicdo das perdas através do metano. Os
ion6foros também parecem diminuir a degradagdo da proteina ruminal e, portanto, reduzem a
degradacdo de peptideos e aminoécidos e resultam em menor produgdo de amonia. Por ultimo,
os iono6foros (particularmente a monensina) diminuem a ocorréncia de distirbios metabdlicos,
como acidose e timpanismo, pela menor concentragdo de acido latico e menor producdo de
mucopolissacarideos que dao estabilidade a espuma.

A suplementagdo com monensina em vacas leiteiras reduz as concentragdes sanguineas
de beta-hidroxibutirato (BHBA), acetoacetato e acidos graxos nao-esterificados (AGNE),
aumenta as concentragdes sanguineas de glicose e uréia, e ndo apresenta efeito nas
concentragdes de colesterol, calcio, uréia do leite ou insulina (Duffield et al., 2008a).

O conjunto destas mudancas segue um padrao de melhoria no metabolismo energético,
o que ¢ particularmente benéfico para a vaca leiteira no periodo de transi¢do, proporcionando
uma resposta adaptativa mais positiva aos desafios da lactagdo que se inicia, o que foi
confirmado pelo experimento de Arieli et al. (2008). Ainda segundo a meta-analise que reuniu
30 artigos ou 45 experimentos (Duffield et al., 2008a), uma liberacao consistente e continua de
monensina aos bovinos, tempo de inicio da administragdo no pré-parto e continuidade no pds-
parto e, em menor escala, a dose do tratamento, parecem influenciar os efeitos da monensina
nos metabolitos sanguineos acima citados.

A inclusdao de monensina nas dietas de vacas em lactacao resulta tanto em aumento da
producdo de leite como em diminui¢do do consumo de MS, ambos contribuindo para um
incremento na eficiéncia de producdo de leite. Duffield et al. (2008b) relataram aumentos
médios na produgdo de leite na ordem de 0,7 L/dia e redu¢des no consumo de MS ao redor de
0,3 kg/dia, com aumento na eficiéncia leiteira de 2,5%. Coincidentemente, estes mesmos
valores foram relatados numa revisdo mais antiga de Ipharraguerre e Clark (2003).

Os efeitos nas producdes de gordura e de proteina sdo heterogéneos e dependem de
fatores dietéticos. Mas na meta-analise que reuniu 36 artigos ou 77 experimentos envolvendo
monensina e dados de produ¢do (Duffield et al., 2008b), a suplementagdo com monensina
aumentou a produgdo de proteina, diminuiu as porcentagens de gordura e de proteina no leite,
e ndo apresentou efeito na producao de gordura.

O efeito depressor da monensina na gordura do leite ¢ explicado pela diminui¢do das
taxas de biohidrogenacdo dos acidos graxos insaturados no rimen, o que contribui no aumento
das concentragdes do acido linoléico conjugado frans-10 cis-12, potente inibidor da sintese de
gordura do leite na glandula mamadria (Bauman e Griinari, 2003). Duffield et al. (2008b)
confirmaram que a suplementagdo com monensina aumenta a propor¢do de acido linoléico
conjugado (CLA) no leite.

Maiores consumos de fontes lipidicas insaturadas na dieta e altas inclusdes de
monensina (ao redor de 400 ppm) exacerbam a diminuic¢ao da gordura do leite com o tratamento
com monensina. A inclusdo dietética deste ion6foro também permitiu pequenos aumentos no
escore de condicdo corporal e no peso corporal, ainda que estes efeitos sejam dependentes do
estadio da lactagdo e da dosagem (Duffield et al., 2008b).

Porém, McCarthy et al. (2018) ndo observaram relacdo univariada entre a dose de
monensina e o teor de gordura do leite do rebanho, quando analisaram rebanhos que utilizavam
monensina nos EUA. Os resultados indicaram que a inclusdo de monensina em si ndo causa
diretamente a depressdo de gordura no leite e que ela interage com outros fatores da dieta e do
rebanho quando estiver implicada na queda dos teores de gordura.
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O uso da monensina durante o periodo de transicdo diminuiu o risco de cetose,
deslocamento do abomaso e mastite (Duffield et al., 2008c), provavelmente devido ao
metabolismo energético mais favoravel com a administragdo de monensina no inicio da lactagao
(McGuffey et al., 2001). E importante frisar que estas menores ocorréncias foram alcangadas
mesmo com o aumento da produgdo de leite e a diminui¢do do consumo de MS (Duffield et al.,
2008b).

Nao houve efeito significativo da administra¢gdo de monensina na incidéncia de outras
enfermidades (hipocalcemia, laminite, distocia, retengdo de placenta e metrite), risco de
descarte ou ainda no desempenho reprodutivo (Duffield et al., 2008c).

McCarthy et al. (2015) analisaram o efeito de diferentes teores de amido na dieta de
vacas em inicio de lactacdo, com ou sem suplementa¢do de monensina (400 mg/vaca/dia) sobre
o metabolismo. Nao houve efeito da monensina sobre a concentracdo de acidos graxos nao
esterificados (NEFA), mas houve maior concentragdo plasmatica de glicose em primiparas,
assim como menor concentragdo de beta-hidroxibutirato (BHBA), comparada ao controle, sem
adi¢do do iono6foro. Primiparas suplementadas também apresentaram maior concentragiao de
triglicerideos hepdticos, porém, as multiparas suplementadas, menor concentracdo. A
suplementagdo com monensina aumentou a taxa de glicose: CO», o que indicou que este grupo
teve maior propensao em converter propionato a glicose. Portanto, segundo os autores, vacas
que receberam dietas mais propiogénicas no inicio da lactacao (alto amido ou com monensina)
apresentaram melhor metabolismo energético no inicio da lactagao.

Dosagens recomendadas de monensina para vacas em lactagao estdo entre 11-22 mg/kg
de MS consumida, ou 250-400 mg/vaca/dia (Hutjens, 2010), porém, pelas condigdes usuais de
dieta e manejo alimentar em rebanhos leiteiros de produgdo intensiva no Brasil, recomendam-
se os limites inferiores desta faixa (11 — 15 mg/kg).

)>EJF;>:D7C"

A acidose ruminal resulta em maiores flutuagdes diarias do pH ruminal e, se persistir,
leva a progressiva reducdo da ingestdo de matéria seca (IMS) (Bach et al., 2018).

Tamponantes ndo sdo, segundo a terminologia adotada pelo MAPA, classificados como
aditivos. Sao suplementos e os compostos tais como bicarbonato de sodio, 6xido de magnésio
e lithothamnium sdo incorporados as dietas em ordem de reduzir transtornos digestorios e
manter o teor de gordura no leite, principalmente quando as dietas sdo ricas em graos
(carboidratos de alta fermentabilidade) e/ou pobres em ingredientes fontes de fibra efetiva.
Quando corretamente suplementados, estes tampoes estabilizam o pH ruminal em torno de 6,0
a 6,2, permitindo um méximo crescimento das bactérias celuloliticas.

Nao sera aqui abordado o efeito da suplementagdo de minerais visando otimizar o
balango eletrolitico de vacas em lactagdo, embora o efeito do uso de tamponantes possa estar
intrinsicamente ligado a isso.

Os maiores beneficios da suplementacdo com tamponantes sdo observados, segundo o
NRC (2001):

a No inicio da lactacgao;
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b Quando s3o fornecidas grandes quantidades de carboidratos rapidamente
fermentesciveis;

¢ Quando vacas sdo alimentadas em intervalos irregulares;
d Quando silagem de milho ¢ a principal (ou unica) fonte de volumoso;

e Quando forragem e concentrado sdo fornecidos separadamente (ndo adogdo de dieta
total);

f Quando o tamanho médio de particula da dieta estd reduzido;
Quando o teor de gordura do leite estd baixo e o consumo de ms inconstante; e

h Quando os niveis de fdn, e aqui entende-se fibra em detergente neutro fisicamente
efetiva (fdnfe), da dieta estdo abaixo das recomendag¢des minimas.

A decisdo pelo uso de tamponantes depende das condi¢des de dieta (composi¢ao, teores
de fibra, fibra efetiva e amido e grau de processamento do amido, entre outros), do manejo
(numero de tratos, forma de fornecimento do concentrado e divisdo em lotes, p.ex.) e dos
objetivos do rebanho quanto a produtividade e composi¢do do leite.

Em rebanhos que trabalham com dieta inica para todos os lotes de vacas recomenda-se
a inclusdo de tamponantes, normalmente. Em rebanhos que adotam dietas distintas para cada
lote de vacas, recomenda-se trabalhar com niveis maximos de inclusdo para os lotes de alta
producdo e primiparas, niveis intermedidrios para os lotes de média producdo e ndo adicionar
tamponante as dietas de vacas de baixa producdo, normalmente ja no fim da lactagdo e ingerindo
menores quantidades de alimentos concentrados. Exatamente por esta distinta exigéncia de
acordo com a produtividade, bem como devido as altas taxas de inclusdo, entende-se que os
tamponantes ndo devem ser incluidos no concentrado ainda na fabrica de ra¢des ou e um
nucleo, mas sim adicionado diretamente as dictas na fazenda, de acordo com as recomendagoes.

Nao ha razdes para suplementar tamponantes as dietas de vacas secas e novilhas, ja que
o consumo de alimentos concentrados por estas categorias animais ¢ muito menor. Ja para vacas
no periodo pré-parto, o bicarbonato nio sé ¢ desnecessario, como ndo deve ser fornecido por
ser uma fonte do cation sodio, o que impede que uma desejavel DCAD negativa seja alcangada.

Atengao deve ser dada a ragdes e suplementos que ja contenham tamponantes, para que
se garanta a ingestdo minima recomendada. Se uma ra¢do ou nucleo ja contiver tamponantes, o
nutricionista do rebanho deve se certificar da quantidade disponibilizada por este produto e
complementar a diferenga, se necessario.

Doepel e Hayirli (2011) ndo observaram efeito da retirada de bicarbonato de sodio em
uma dieta contendo 20% de trigo laminado em vapor sobre IMS, producdo de leite, composi¢ao
do leite, pH ruminal e concentra¢do de amdnia ou dos acidos graxos volateis no rimen.

A suplementacdo de um produto a base de lithothamnium, que sdo os residuos
calcificados da alga marinha Lithothamnium calcareum, resultou em menor tempo de pH
ruminal abaixo de 5,5, quando comparado ao fornecimento de bicarbonato de sodio ou de
calcario calcitico, assim como em maior producdo de leite didria e producdo de leite corrigida
para gordura. O uso de tamponantes aumentou o teor de gordura no leite (Cruywagen et al.,
2015).
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Neville et al. (2019) afirmaram que o uso de tamponantes (calcareo marinho,
bicarbonato de sodio e calcario marinho adicionado de um produto marinho a base de Mg)
aumentou o pH ruminal, o teor de gordura no leite e a producdo de proteina no leite. A
suplementagdo de bicarbonato de sddio resultou em aumento da IMS, porém com menor
eficiéncia alimentar.

O 6xido de magnésio, além de ser fonte do macromineral magnésio, ¢ um alcalinizante
(aumenta o pH ruminal) e parece atuar também na captura de metabdlitos sanguineos pela
glandula mamaria, aumentando o teor de gordura no leite produzido. A recomendagdo de
inclusdo do 6xido de magnésio € de 1 parte para cada 2-3 partes de bicarbonato de s6dio. Assim,
quando da suplementacdo de 6xido de magnésio, ndo se recomenda a exclusdo do bicarbonato
de sodio, mas sim a adi¢do de ambos. Vale lembrar de se buscar sempre atender os niveis de
Mg na dieta, pois frequentemente se observam niveis dietéticos abaixo das recomendagdes, em
diversas categorias.

Bach et al. (2018) observaram que a suplementacdo com um produto a base de Mg
preveniu a reducdo da IMS causada durante o desafio de acidose ruminal (mediada pela adi¢ao
de cevada grao a dieta, em substitui¢do a uma fonte de fibra). A suplementacdo com bicarbonato
de sodio preveniu a queda de producdo de leite, porém nao preveniu a queda da IMS. O produto
a base de Mg resultou em maior producdo de leite quando o desafio de acidose foi maior e
permitiu menor queda do tamanho da refeicdo, quando comparado ao bicarbonato de sddio e
ao controle, sem adi¢do dos produtos.

Em um experimento com novilhas, para avaliar o efeito de aditivos sobre parametros de
desempenho e ambiente ruminal, Golder et al. (2014) observaram que a virginiamicina e
tamponante a base de bicarbonato de sodio e 6xido de Mg mantiverem constante a IMS durante
o periodo de desafio de acidose. O grupo suplementado com monensina e levedura viva teve a
menor IMS. Ganho de peso e eficiéncia alimentar ndo foram influenciados pelo tipo de aditivo.
As concentragdes de butirato foram menores para os grupos monensina + levedura viva e
monensina + tilosina.

Em rebanhos confinados de mediana e alta produtividade, outra forma de suplementar
tamponantes, especialmente o bicarbonato de sddio, as vacas € fornecé-lo ad libitum, em cochos
exclusivos, além do bicarbonato j& fornecido as dietas. Neste caso a funcdo do bicarbonato
ofertado nos cochos ¢ de monitorar possiveis ocorréncias de acidose ruminal subaguda, embora
esta percepcao bastante comum no campo care¢a de mais suporte na literatura. Como animais
sem acidose normalmente ndo consomem voluntariamente o bicarbonato em grandes
quantidades, quando isto acontece de maneira avida por muitos animais pode chamar a aten¢ao
do produtor que a dieta estd desequilibrada e que o nutricionista do rebanho precisa reavaliar
as dietas.

4=8Y=;=>E=L2:>

A virginiamicina (VM) € um agente ativo contra bactérias gram-positivas produtoras de
acido latico, inclusive Streptococcus bovis e Lactobacillus sp (Clayton et al., 1999).

A suplementagdo de VM (30 mg/kg MS) para vacas mantidas a pasto e suplementadas
com 10 kg/vaca/dia de concentrado, associada ou nao a suplementacao de bicarbonato de sodio
(20 g/kg MS) resultou, quando do uso da VM, em maior pH ruminal, menor acumulagdo de
acido acético em liquido ruminal incubado in vitro, maior pH fecal e maior producdo de leite
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(23,94 vs 23,32 kg/dia), comparada a ndo suplementagdao de VM (Clayton et al., 1999). Neste
experimento, o uso de bicarbonato de sddio ndo teve efeito sobre os pardmetros citados, exceto
pelo maior pH ruminal e maior concentra¢do de acetato ruminal.

Valentine et al. (2000) forneceram diferentes quantidades de concentrados a base de
tremoco e cevada, em 3 combinacgdes: sem adi¢do de aditivos, com adicdo de VM e com adi¢ao
de VM e bicarbonato de sodio, para vacas em lactacdo. No nivel mais alto de fornecimento de
concentrados (ofertados 13,0 kg/vaca/dia), os grupos que receberam aditivos tiveram maior
consumo de concentrado. Porém, nao houve efeito significativo da suplementagao dos aditivos
para producao de leite, composi¢do do leite, contagem de células somaticas, peso vivo e escore
de condig¢do corporal, quando da suplementacdo de concentrado, nas condi¢gdes do experimento.

Erasmus et al. (2008) observaram que ndo houve diferenga para IMS entre os tratamentos
com adi¢ao de VM, com adi¢do de monensina e com adi¢do de VM e monensina. A producao
de leite corrigida para energia foi maior para o grupo recebendo VM e monensina, quando
comparado aos tratamentos com monensina ¢ VM isoladamente (43,3 vs 36,9 vs 37,9
kg/vaca/dia, respectivamente), assim como para o grupo suplementando com ambos os aditivos
houve menor queda de escore de condigdo corporal. Ambos os tratamentos com os aditivos
isoladamente resultaram em menor concentragdes plasmaticas de BHBA. Os autores
concluiram que houve um efeito complementar da suplementacdo de VM e monensina, para
vacas em inicio de lactacdo.

‘MD8FC",<=D=VFC

Por fim, apesar de reconhecer a existéncia de outros aditivos para a bovinocultura de
leite intensiva, tais como: aglomerantes para peletes, antioxidantes sintéticos, beta-caroteno,
colina, emulsificantes, outros iono6foros, niacina, microminerais organicos, prebidticos, outros
promotores de eficiéncia alimentar (como a flavomicina), saponinas e outras vitaminas do
complexo B, o presente trabalho procurou restringir-se ao grupo inicial, ndo significando que
estes Ultimos ndo sejam importantes ou ndo possam ter suporte em literatura.

Também ndo se buscou analisar os trabalhos que avaliaram as associa¢des entre
diferentes aditivos, notadamente os que envolveram monensina e interacdes com aditivos
fitogénicos, enzimas e leveduras.

-F;C=<78>No7C"Q=>=C

Certas vezes, atribuem-se a presen¢a do aditivo aumentos de produgdo e eficiéncia
bastante exagerados. Apesar de alguns aditivos, de fato, poderem resultar em aumentos
significativos de produ¢do, a maioria melhora o desempenho e/ou a eficiéncia em uma faixa
que raramente ultrapassa 5% ou cerca de 1,5 a 2,0 kg de leite/vaca/dia, em rebanhos de alta
produtividade.

Porém, parece estar havendo uma busca por aditivos que tenham efeitos metabolicos
além da fermentag¢do ruminal, pois em alguns casos, os aumentos de produtividade obtidos
superam os 2,0 kg de leite/vaca/dia ou sdo significativos em outros propositos que ndo a
produtividade em si.

Neste sentido, destacam-se, entre os aditivos avaliados:
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1 Estdo bem consolidados na literatura, por terem farto suporte bibliografico e serem bem
aceitos em pelo mercado em geral:

a.

Biotina: tem havido relativamente poucos trabalhos recentes na literatura. Parece
que a dose de 20 mg/vaca/dia estd bem consolidada e ndo se encontram argumentos
publicados para doses maiores do que esta;

Leveduras vivas: embora tenha havido alguns questionamentos sobre sua eficicia a
campo ou sobre seus mecanismos de funcionamento, ¢ inegavel que ¢ um dos grupos
com grande quantidade de trabalhos publicados;

Monensina: apesar de ja banida na Europa e enfrentando resisténcia ao seu uso em
muitos mercados, continuam sendo publicados trabalhos nos ultimos anos e com
resultados muito interessantes. Certamente, ¢ um dos aditivos com maior suporte de
literatura;

Tamponantes: novamente, embora ndo sejam tecnicamente aditivos, concorrem
comercialmente com alguns aditivos. De qualquer forma, parece haver outros
efeitos do uso de tamponantes, pela literatura, que merecem ser melhor explorados.

2 Por outro lado, h4 aditivos que merecem ser alvo de mais pesquisas, para compreensao dos
seus efeitos em performance, em satide ou ambiental, ou sobre o estresse calorico:

a.

Adsorventes de micotoxinas: para as aflatoxinas, a eficdcia de adsor¢ao de argilas
parece bem consolidada. Porém, para as toxinas de Fusarium, embora haja alguns
trabalhos mostrando resultado favoravel de alguns adsorventes especificos, isso ndo
ocorre para um grande nimero de micotoxinas e nem tampouco em experimentos
in vivo, com vacas em lactacao;

Aromatizantes: com o crescimento dos sistemas de ordenha robotizada, por
exemplo, estes aditivos ganham maior importancia, por serem uma possivel
ferramenta de atratividade para as vacas ao robd, mas a literatura mostra que ha
grande variagao entre produtos e aromas;

Enzimas: embora promissoras, também se constituem em grupo muito diverso de
aditivos, com resultados na literatura com grande variacdo em vacas em lactagao;

Aditivos fitogénicos: um dos grupos com maior potencial para aplicagdo em curto e
médio prazo para vacas em lactagdo, ndo somente como potenciais moduladores de
fermentacdo ruminal, mas principalmente com possiveis efeitos sobre ingestao de
matéria seca, imunomoduladores e reguladores hormonais, incluindo seus efeitos
sobre estresse caldrico, onde ja ha resultados consolidados em vacas em lactagao.
Por ser grupo muito heterogéneo e sujeito a interagdo entre os diferentes
componentes, ¢ imprescindivel que os trabalhos de pesquisa continuem,
especialmente em vacas em lactagao;

Extrato de leveduras: como os processos de extragdo dos componentes da parede
celular de levedura varia muito entre empresas, os produtos resultantes sdo muito
variaveis. Desta forma, ha trabalhos na literatura bastante consistentes, mas com
produtos especificos. Ainda ndo ¢ possivel generalizar. Entretanto, neste grupo
parece estar alguns dos mais promissores resultados quanto aos efeitos sobre o
metabolismo dos animais, possibilitando ganhos muito acima dos tradicionalmente
obtidos com a manipulagdo da fermentagdo ruminal;
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f. Virginiamicina: embora também haja alguns trabalhos demonstrando sua eficécia,
tanto em gado de corte quanto em bovinos de leite, hd oportunidade para mais
estudos, especialmente em vacas em lactagao.

Tem-se adotado como pratica do grupo de autoria deste trabalho alguns critérios bésicos
para inclusdo de aditivos em dietas de bovinos: ser registrado no MAPA para aquela espécie e
categoria; ter suporte técnico do fornecedor, com material técnico-comercial claro e
explicativo; ter ficha técnica e ficha de seguranga; ter, preferencialmente, artigos publicados
em literatura internacional ou em revistas cientificas nacionais de reconhecido corpo editorial;
e ter uma politica de pregos clara e coerente, apresentada em uma proposta comercial e
fortalecida, se possivel, ao longo do tempo entre o fornecedor e clientes-referéncia.
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A suplementacdo lipidica, ou adicdo de gordura, na dieta de vacas leiteiras foi
inicialmente forma de aumentar o valor energético da dieta. Atualmente, também ¢ utilizada
para melhorar o valor nutricional do leite, além de trazer beneficios na reprodu¢do e na satide
animal (sistema imune). As fontes de lipidios sdo formadas por diferentes tipos de acidos
graxos. Estes, por sua vez, serdo utilizados no organismo do animal para multiplas fungdes.

A substitui¢do de carboidratos convencionais por acidos graxos |,3_ em dietas de vacas
leiteiras aumenta a densidade energética da ragdo, o que pode trazer beneficios ao animal. Esse
maior fornecimento de energia por quilograma de dieta pode aumentar a producdo de leite,
melhorar o balango energético proporcionando aumento na eficiéncia reprodutiva e nas
condi¢des de saude de vacas leiteiras. Esse efeito pode ocorrer em fun¢do do maior aporte
energético e/ou pelo efeito nutracéuticos dos acidos graxos presentes nas fontes de lipideos.

Além dos beneficios metabolicos proporcionados pela inclusdo de AG em dietas de
vacas leiteiras, nutricionistas podem ter maior seguranca na formulagdo de dietas em funcao da
redu¢do do teor de amido, desde que o limite de inclusdo seja respeitado para ndo prejudicar a
fermentacdo ruminal. A inclusdo de graos de plantas oleaginosas como fontes de lipideos na
dieta de vacas leiteiras pode contribuir com a quantidade de fibra em detergente neutro |Q/(_
da dieta total e diminuir a quantidade de amido, e consequentemente reduzir a quantidade de
carboidratos nao-fibrosos ]-(Q_ . Estes ajustes dietéticos podem evitar quedas bruscas de pH
ruminal, a qual afeta a populagdo microbiana, diminuindo a digestibilidade da FDN e a
eficiéncia de sintese de proteina microbiana.

! Departamento de Nutrigdo e Produgdo Animal — VNP, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo —
FMVZ/USP.
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A vaca leiteira de média e alta produc¢ao, utilizada atualmente, ¢ altamente selecionada
para producdo de leite, o que impde massiva utilizagdo de glicose para a glandula mamaria para
que ocorra a lactogénese e manutencdo da galactopoiese e, diante deste fendmeno, ocorrem
diversas adaptacdes no intuito de poupar a utilizagdo de glicose por tecidos periféricos levando
a alta mobilizagdo de tecido adiposo para suprir as exigéncias energéticas nao supridas pelo
consumo de nutrientes (De Koster & Opsomer, 2013).

O periodo de transi¢do de vacas leiteiras ¢ o momento de adaptacdes fisioldgicas
associadas ao parto e a lactogénese (Bauman & Currie, 1980) correspondente aos vinte e um
dias antes e vinte e um dias ap6s o parto, como definido por Grummer (1995). Este periodo se
caracteriza por mudangas expressivas na vida do animal tais como: rapido crescimento fetal;
mamogénese e lactogénese, e outros ajustes que favorecem a mobilizacdo de gordura e outros
nutrientes do corpo do animal (Lean et al.,, 2013). As exigéncias de glicose aumentam
drasticamente no final da gestacdo, chegando a 46% acima do consumido pela vaca gestante.
Entretanto, o maior impacto ¢ causado pela alta exigéncia de energia liquida de lactagdo (ELL)
nas primeiras 3 a 4 semanas pos-parto, quando comparado a exigéncia do final da gestacdo, o
qual excede o consumo em 26% para suportar a produgado de leite (Bell, 1995).

Diversas teorias tentam explicar a complexa fisiologia do apetite de vacas leiteiras no
periodo de transicdo e sabe-se que sua reducdo neste periodo esté relacionado as rotas neuro-
anatomicas, neurofisiologicas e neuroquimicas (Kasimanickam et al., 2013), entre elas: a
diminui¢do do volume ruminal com hipersensibilizacdo de barorecepetores (Allen, 2000); as
mudangas hormonais, com aumento na concentragdo plasmatica de estrogeno (Grummer,
1995); e a alta concentragdo de citocinas pré-inflamatorias - interleucina 1B; interleucina — 6 e
fator de necrose tumoral — a (Herath et al., 2009). Evidéncias demonstram que inflamagao e
infec¢do tem um papel central no controle do apetite (Morley et al., 2006).

Como resultado final do baixo consumo de nutrientes no periodo de transi¢cdo e a alta
exigéncia por energia imposta pela glandula mamaria, o animal entra em balango energético
negativo (Z*( ; Hayirli et al., 2002). Individualmente, cada animal se adapta metabolicamente
para lidar com o BEN, no qual a principal adaptagdo ¢ a mobilizag¢ao corporal de tecido adiposo
que eleva a concentragdo plasmatica de acidos graxos nao-esterificados (,3(*  ; Farney et al.,
2013). Alguns animais sofrem excessivo impacto do BEN, com concentragdes de AGNE ainda
mais elevadas do que o fisioldgico aceitavel, e este fato faz com que diminua a eficiéncia do
sistema imune aumentando o risco de doencas no periodo de transicdo com consequente
diminui¢do da produ¢do de leite e eficiéncia reprodutiva (Scalia et al., 2006; Chapinal et al.,
2011).

IEM;FCCMJ87CCOF"7"<F7;N>C"dF>8I8=

Vacas leiteiras sdo susceptiveis a doencas durante a transicdo fisioldgica do final da
gestacdo para o inicio da lactagdo. As mudangas metabolicas associadas a disfuncao do sistema
imune neste periodo sdo associadas com a maioria das desordens ocorridas neste periodo
desafiador da vida destes animais. Apesar da mobilizagdo de lipidios das reservas corporais
serem adaptacdo fisiologica de vacas no inicio de lactacdo, a excessiva mobilizagdo tem sido
correlacionada com aumento do risco de doengas (Contreras & Sordillo, 2011). Estudos tém
demonstrado que a diminui¢do da ingestdo de matéria seca ]$#_ e aumento das concentragdes
plasmaticas de AGNE estdo correlacionados com diminui¢ao da fun¢do de neutréfilos durante
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o peri-parto (Cai et al., 1994). Ainda, a diminui¢do da funcdo de neutréfilos no periodo de
transicao esta associada com problemas de saude no inicio da lactagdo como, por exemplo,
retengdo de placenta e metrite (Hammon et al., 2006).

Diversos estudos relataram que a excessiva mobilizagdo de reservas corporeas
compromete o sistema imune devido a efeitos inibitorios na fagocitose, quimiotaxia, diapedese,
apresentacgao de antigenos, burst oxidativo e produgdo de citocinas inflamatorias (Perkins et al.,
2001; Moyes et al., 2009). Além disso, o parto € considerado evento estressante que ocasiona
danos ao tecido uterino e induz a produgdo de cortisol, que ¢ bem conhecido como hormonio
imunossupressor (Roth & Kaeberle, 1982; Aleri et al., 2016). Finalmente, ha evidéncias de que
a expressdo de transportadores de glicose em células bovinas do sistema imune fica
significantemente reduzida no inicio da lactagcdo (O’Boyle et al., 2012). Portanto, o sistema
imune de bovinos pode ser menos competitivo por glicose quando comparado ao
direcionamento para a produgao de leite. Essas adaptacdes sao possivelmente as razdes de 50%
das vacas em inicio de lactacdo sofrerem de doengas metabodlicas ou infecciosas (LeBlanc,
2010; Heiser et al., 2015).

Sabe-se que os processos metabolicos da vaca sdo inter-relacionados, e que a desordem
da homeostase ocasionada pelo desarranjo de um sistema, pode influenciar outros sistemas,
diferente de como era visualizada as doencas no passado, ou seja, de maneira isolada (Curtis et
al., 1985). Entre as doengas que estdo mais inter-relacionadas pode-se citar: hipocalcemia,
hipomagnesemia, cetose e figado gorduroso, edema de ubere, deslocamento de abomaso,
retencdo de membranas fetais/metrite e falha na produgao e fertilidade. Este fato mostra que a
alimentacdo e o manejo de vacas no periodo de transicao devem ser vistas de maneira holistica,
pensando na homeostase do animal levando em conta o metabolismo de célcio, metabolismo
da proteina e energia, a funcdo imune e a saude do ramen (Lean et al., 2013).

%F8jM7"MD=9=[>8"SL=<FC"Y8>"FC";>">9=E7;D>NOF"<7"V>L>C"97=D7=8>Ch

Na tentativa de suprir a exigéncia energética de vacas leiteiras num periodo de baixo
consumo de alimentos, vérias estratégias tém sido avaliadas em diversos grupos de pesquisas.
Dentre as quais se podem citar o aumento da quantidade de graos, maior participagao de fontes
de fibra ndo oriunda de forragens, utilizacdo de iondforos e a inclusdo de fontes de AG nas
dietas. A principal funcdo estudada da suplementagdo de AG na alimentacdo de vacas leiteiras
¢ a de aumentar a densidade energética da dieta (Weiss & Pinos-Rodriguez, 2009; Rabiee at al.,
2012). Como as vacas leiteiras estdo com reducdo acentuada no consumo de matéria seca
]-$#_  no periodo de transigdo, este aumento na concentracdo de energia traria beneficios
produtivos (Silvestre et al., 2011; Rabiee et al., 2012) e reprodutivos (Thatcher et al., 2011) ja
que a quantidade de energia contida nos AG ¢ pelo menos 2,25 vezes maior quando comparados
as fontes convencionais de energia em dietas de vacas leiteiras, que sdo os carboidratos e
proteinas.

A inclusdo de AG nas dietas de vacas leiteiras tem ocasionado efeito adicional ao do
fornecimento de energia para os animais, denominado de efeito nutracéutico. Diversos estudos
tém relatado que a manipulagdo do perfil das ligacdes entre carbonos da estrutura molecular
dos AG (grau de instaura¢do) pode influenciar pardmetros ligados a eficiéncia produtiva
(Rabiee et al., 2012), reprodutiva (Staples et al., 1998) e a funcao do sistema imune (Greco et
al., 2015) de vacas leiteiras. Este efeito benéfico pode ser através da mudanga do perfil
estrutural das membranas celulares (Calder, 2012); alterando a producdo e a secrecdo de
hormdnios reprodutivos (Staples et al., 1998; Roche et al., 2006; Thatcher et al., 2006); através
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do seu efeito anti-oxidante (Banni et al., 1995) e anti-carcinogénico (Parodi, 1997), entre outras
mudancas no mecanismo celular.

"iM7"COF"SL=<FC"Y8>"FCh

Lipidios formam um grupo de componentes quimicamente diversificados, que possuem
a caracteristica comum de serem insoliveis em 4dgua. As fung¢des bioldgicas dos lipidios sdo tdo
diversificadas quanto suas estruturas quimicas. Gorduras e 6leos sdo as principais formas de
reserva de energia na maioria dos organismos. Fosfolipideos e esterdis sdo os principais
elementos estruturais de membranas biologicas. Outros lipidios, apesar de estarem presentes
em relativa menor quantidade, possuem papel crucial como co-fatores enzimaticos, carreadores
de elétrons, agentes emulsificantes no trato digestorio, hormonios e mensageiros intracelulares
(Nelson & Cox, 2008).

Acidos graxos sdo as unidades basicas formadoras de 6leos e gorduras (lipideos); sdo
acidos carboxilicos com cadeias de carbono possuindo de 4 a 36 carbonos de comprimento,
sendo os AG mais comuns de 12 a 24 carbonos. Enquanto que alguns AG podem nao conter
ramificagdes e insaturacdes (duplas-ligacdes) ao longo da cadeia de carbono, outros AG
possuem cadeias com uma ou mais insaturagdes e ainda ramifica¢des do grupo metil.

A nomenclatura dos AG ¢ definida pelo nimero de carbonos contidos na molécula
seguido pelo nimero de dupla ligagcdes presentes. Por exemplo, o 4cido oleico contém 18
carbonos e uma dupla ligacdo, logo, sua nomenclatura abreviada ¢ C18:1. Para especificar o
local das duplas ligacdes usa-se superscrito sobre o simbolo A (delta), por exemplo, um AG
com 20 carbonos com uma dupla ligagdo entre o carbono 9 e 10 e outra entre o carbono 12 e 13
fica: C20:2 (A%'?). Quase todos os AG encontrados na natureza estdo na forma cis, entretanto,
as reacoes feitas pelos microrganismos durante fermenta¢ao ruminal, produzem a configuragao
trans, os quais AG sao transferidos para a carne e o leite dos animais.

Diversas fontes de AG podem ser fornecidas nas dietas de vacas leiteiras, seguem
citadas as principais: gorduras de graxaria (residuos de dleo de cozinha, sebo, 6leo vegetais,
6leos de peixes); gorduras protegidas contra o ataque dos microrganismos ruminais, Como os
sais de calcio de AG; e as sementes oleaginosas (grios integrais, tostados, extrusados,
triturados), principalmente a semente de linhaga, grao de soja, carogo de algoddo e semente de
girassol. E importante ressaltar que no Brasil a adi¢io de ingredientes de proteina nio lacteo de
origem animal na dieta de ruminantes ndo ¢ permitida, o que faz com que o sebo seja excluido
como fonte de AG na alimentagdo de ruminantes.

O perfil de AG varia entre os alimentos (Tabela 1) e este fato pode trazer beneficios na
alimenta¢do de vacas leiteiras configurando seus potenciais efeitos nutracéuticos. Estes AG
estdo presentes em pequenas quantidades no organismo animal, fazendo-se necessaria sua
suplementagdo para obter melhores resultados sendo denominados de AG essenciais. Os AG
essenciais foram primeiramente descritos por Burr & Burr em uma série de trabalhos publicados
no final da década de 1920 e inicio da década de 1930 (Burr et al., 1932). Os autores
identificaram os AG 0mega-6 e 6mega-3 como essenciais para o crescimento, saude da pele e
reproducdo em suinos e ratos. Desde entdo, pesquisadores tem demonstrado a importancia de
AG poli-insaturados como precursores de moléculas mediadoras, como prostaglandinas,
prostaciclinas, tramboxanos, leucotrienos, resolvinas que influenciam a fun¢ao celular.
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Os AG poli-insaturados podem ser incorporados nos fosfolipides da membrana celular,
o que influéncia as propriedades estruturais e funcionais das células. Os AG essenciais sao
aqueles da familia 6mega-6 e 6mega-3, sendo exemplos o acido linoleico e acido linolénico,
respectivamente. Apesar de serem fontes excelentes de energia e modificadores da fisiologia e
metabolismo, os AG podem alterar a integridade celular de bactérias e prejudicar a fermentagao
ruminal (Maia et al., 2007). Além disso, em ruminantes, mais de 80% dos AG poli-insaturados
provenientes da dieta podem ser modificados pela microbiota ruminal, sendo biohidrogenados,
e consequentemente ndo serem absorvidos no intestino delgado (Doreau & Ferlay, 1994).

)>673>"Ha&erfil de acidos graxos das principais fontes de lipideos dietéticos para vacas leiteiras.

Acido Graxo (% do lipideo total)

Ingrediente C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Palmitico Estearico Oleico Linoleico  Linolénico
Sebo 26 19 40 5 1
Booster Fat! 25 22 45 2 -
Megalac; EnerG-II! 51 4 35 8 -
Megalac-E! 8 2,5 22 43 3
Oleo de algodio 25 3 17 54 -
Oleo de Linhaca 5 3 20 16 55
Oleo de Soja 8 3 24 58 8
Oleo de Girassol 6 4 20 66 <1
Oleo de Peixe 17 3 7 1 1
Carogo de Algodao 23 2,5 17 51,5 0,2
Grao de Soja 13 4 22 49 5

"Fontes de lipideos preparados comercialmente para dietas de vacas leiteiras.

Nesse sentido, a industria envolvida com nutricdo animal t€ém desenvolvido desde a
década de 1970 as chamadas gorduras protegidas, que sdo AG complexados com ions de célcio
que visam tornar os AG inertes no ambiente ruminal e, consequentemente, aumentarem as
quantidades destes no intestino. De maneira semelhante, sementes oleaginosas (por exemplo, o
grao de soja, carogo de algodao e semente de linhaca) possuem uma matriz proteica que envolve
os cotilédones (que representam 90% do peso e contém praticamente todo o dleo e proteina da
semente) e oferecem alguma protecao ao ataque de microrganismos ruminais (Lock & Bauman,
2004).

%FD7;L=>9"<F"Y8OF"<7"CFI>"L8M"7"=;D7Y8>9"LFEF">9=E7;DF"J%8>"8ME=;>,D7C

A utilizacdo de alimentos alternativos na alimentagdo de bovinos € pratica comum
devido a grande oscilacdo nos precos de commodities agricolas, notadamente o milho e o farelo
de soja. Porém, ao indicar alimentos alternativos para os produtores os técnicos devem avaliar
diversos componentes de custo como logistica, transporte, tributos; além do resultado esperado
da adicao do produto a dieta.

w000 118
Rl U,

<«

m’ (PLO7F"<F".7=D7
it Q,$*4R0Q0 "



GUFU I"#=EJKC=F"1;D78;>L=F;>9"<7"%8F<MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F"<7" 7=V F 722 G
- 14"4=EJKC=BSL=F;>9"<7"%8F <MNOF"7"(MD8=NOF"<7"3><F'<7".7=D7"
§) FAMEV I5"#=E JKC=F"$=;7=8F"<7"(MD8=NOF'<7"3><F"¢7" 7=D7
@~ @B7C7DTEGSET" @EH

A FAO (The Food and Agriculture Organization) considera o grdo de soja como a
principal fonte de proteina e 6leo no mundo (FAO, 2013). O Brasil ¢ o segundo maior produtor
mundial de soja, sendo superado apenas pelos EUA. Portanto, no Brasil o custo do grao de soja
¢ relativamente mais baixo quando comparado a outras fontes de proteina e 6leo vegetal (farelo
de soja e 6leo de palma, respectivamente). Além da disponibilidade do grao de soja no mundo,
a sua utilizacdo em dietas pode diminuir os custos relacionados com impostos, perdas durante
o processamento industrial, transporte e armazenamento, especialmente nas condigdes de
logistica do Brasil (Naves et al., 2016).

Na safra 2015-2016, a cultura de soja ocupou uma area de 33,17 milhdes de hectares
totalizando uma producdo de 95,63 milhdes de toneladas (Embrapa, 2016). Ainda, existe
expressiva cultura de soja em regides onde estdo localizadas as maiores bacias leiteiras do pais,
especialmente nos Estados de Minas Gerais, Parana, Goias e Sao Paulo (Renn¢ et al., 2009).
Apesar de todos os fatores positivos para a inclusdo de grao de soja cru e integral na alimentagao
de ruminantes, a mesma tem sido evitada devido a possivel presenga de fatores anti-nutricionais
(anti-tripsina) e alergénicos e atividade de urease.

Porém, estudos conduzidos em nosso grupo de pesquisa na Universidade de Sao Paulo
(Laboratorio de Pesquisa em Bovinos de Leite, FMVZ-USP, Pirassununga, SP) demonstraram
resultados positivos quando utilizado em até 27% da MS da dieta, dependendo do estagio
produtivo e do nivel de produgdo de leite das vacas. A seguir, vamos apresentar de maneira
resumida os resultados do nosso grupo de pesquisa com a suplementacao de diferentes AG, de
diferentes maneiras (naturalmente protegidos, industrialmente protegidos ou livres), em
diferentes estagios produtivos (periodo de transi¢do, inicio, meio e fim de lactacdo) sobre o
CMS, digestibilidade de nutrientes, fluxo intestinal de AG, produgdo e composicdo do leite,
parametros reprodutivos e sistema imune dos animais.

*7=DFC"<>"CMJ97E7;D>NOF"<7"SL=<FC"Y8>"FC";F"'LF;CMEF"7"<7C7EJ7;dF

Com base nos estudos realizados em nosso laboratdrio, o consumo de matéria seca pode
variar em funcdo da fase produtiva do animal, da fonte e da quantidade de lipideo ofertada. O
extrato etéreo (EE) ¢ o componente quimico correspondente ao teor de lipideo na dieta.

Entre as diferentes fontes de lipideos, a utilizagdo de sais de calcio de AG apresentou
uma diminui¢do média de 10% do consumo de matéria seca em comparacdo a uma dieta
controle (sem inclusdo de oleaginosas) e principalmente em vacas com uma produgdo inferior
a 20 kg de leite/dia. Essa redugdo foi associada a menor aceitabilidade da fonte lipidica
utilizada. A inclusdo de carogo de algoddo apresentou também uma baixa de 6% do consumo
em vacas em meio lactacdo produzindo 31 kg de leite/dia, porém, sem reflexos na produgao de
leite.

O comportamento ingestivo ¢ controlado por centros de saciedade no hipotdlamo que
recebem sinais aferentes periféricos do figado e intestino, como também de metabdlitos e
hormonios (Allen & Piantoni, 2013). Os mecanismos pelos quais a suplementacdo de
lipideos pode causar a diminui¢do do CMS em algumas situagdes estdo relacionados aos efeitos
de AG na fermentacdo ruminal, aceitabilidade das dietas que contém fontes AG, hormonios
intestinais (colicistoquinase) que reduzem o esvaziamento e motilidade intestinal e aumento da
oxidagao hepatica no figado (Allen, 2000).
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As dietas com teor de EE superior a 6% de matéria seca podem resultar em forte redugao
do consumo e, em muitas ocasides, da producao de leite. Adicao de lipidios na alimentagdo de
vacas de produgdo de leite acima de 30 kg de leite/dia, e no inicio da lactagdo, podem resultar
em aumento da producdo de leite ou da eficiéncia produtiva. Porém, em dietas com teor de
extrato etéreo acima de 6% da MS podem resultar em redug¢do do consumo e da produgao.
Vacas no terco médio e final de lactacdo respondem de maneira mais discretas na produgdo de
leite, porém podem manter a producdo com pequena redug¢do do consumo, o que resulta em
aumento da eficiéncia produtiva. Em geral, a produ¢do de leite ndo ¢ influenciada
negativamente pela suplementagao de lipideos quando as recomendacdes de inclusdo nas dietas
sdo respeitadas

Freitas Junior et al. (2010) estudaram a adi¢do de grao de soja cru integral (160 g/kg
MS), dleo de soja (30 g/kg MS) e sais de calcio de acidos graxos (Megalac E®, 30 g/kg MS)
na dieta de vacas leiteiras (n=12) (nimero de vacas por tratamento), no ter¢o médio de lactacao
(90 a 180 dias em lactagdo), com producado leite de 25 kg/dia. Os autores observaram que os
sais calcio de 4cidos graxos reduziram o consumo de matéria seca e nutrientes em relagdo a
dieta controle, sem a adig@o de fontes lipidicas, o que foi associado a uma menor aceitabilidade
da fonte lipidica utilizada. As demais fontes lipidicas (grao de soja e 6leo de soja) ndo afetaram
o consumo. A inclusdo de fontes lipidicas ndo afetou a produ¢do de gordura corrigida para o
teor de gordura (23,8 kg/dia de produgdo corrigida para 3,5% de gordura) e os teores de proteina
(28,2 g/kg) e lactose (45,3 g/kg). No entanto, a dieta contendo grao de soja cru integral resultou
em menor producdo de leite (24,1 kg/dia) do que a dieta contendo 6leo de soja (26,4 kg/dia) e
a dieta controle (26,6 kg/dia). Além disso, o grdo de soja resultou em aumento do teor de
gordura no leite em relagdo aos sais de calcio (33,5 vs 28,3 g/kg), o que explica a auséncia de
efeito sobre a produ¢do de gordura corrigida para o teor de gordura.

Barletta et al. (2015) estudaram o efeito de niveis crescentes de grao de soja cru integral
na dieta (0, 80, 160 e 240 g/kg de MS) de vacas em lactacdo (n=12; 97 + 27 dias em lactacdo e
30 + 3,2 kg/d de produgdo de leite). A inclusdo de grao de soja cru integral reduziu linearmente
o consumo de matéria seca e o coeficiente de digestibilidade da proteina bruta. Quando avaliado
os niveis de inclusdo de grao de soja a dieta, apenas a inclusdo de 240 g/kg reduziu
significativamente o consumo e a digestibilidade da proteina bruta. Da mesma forma, a adi¢ao
de grao de soja reduziu linearmente a producao de leite, sem afetar a composicao e a produgao
de leite corrigida para o seu teor de gordura. Os autores concluiram que a utilizagao de 240 g/kg
de grao de soja cru integral na dieta reduz o consumo e o desempenho de vacas leiteiras, sendo
que a utilizagdo de até¢ 160 g/kg ndo resulta em tais efeitos, sendo recomendada.

Venturelli et al. (2015) também estudaram os efeitos de niveis crescentes de grao de
soja cru integral na dieta (0, 90, 180 e 270 g/kg de MS) de vacas no ter¢o médio a final de
lactacdo (n=16; 228 + 20 dias em lacta¢do). O aumento da inclusdo de grao de soja reduziu
linearmente o consumo de matéria seca e a produgdo de leite. No entanto, o teor de gordura no
leite aumentou linearmente com a inclusao de grao de soja na dieta, levando a auséncia de efeito
sobre a producdo de leite corrigida para o teor de gordura. Além disso, o aumento do nivel de
grao de soja na dieta aumentou linearmente o coeficiente de digestibilidade do extrato etéreo e
reduziu linearmente o coeficientes de digestibilidade da fibra em detergente neutro.

Naves et al. (2016) estudaram o efeito do tamanho da particula do graos de soja sobre o
desempenho de vacas leiteiras (n=12) no ter¢o médio de lacta¢do (121 dias em lactagdo e 30,2
kg/dia de produgdo de leite). Foram utilizados 200 g/kg de MS de soja cru, integral ou moido,
em moido com peneira contendo crivos de 2 ou 4 mm. A adicdo de grao de soja na dieta,
independentemente da sua apresentagdo, reduziu em 1,05 kg/dia o consumo de matéria seca,
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sem afetar a producdo e a composic¢ao do leite. No entanto, a adi¢do de grao de soja aumentou
a proporg¢ao de acidos graxos insaturados no leite e reduziu a producdo de leite corrigida para o
teor de gordura. A moagem do grdo de soja aumentou o coeficiente de digestibilidade aparente
total, sem afetar o desempenho dos animais.

Barletta et al. (2016) estudaram o consumo, fluxo abomasal de acidos graxos e o
desempenho de vacas leiteiras no ter¢o médio a final de lactacdo (n=8, vacas canuladas no
rimen e abomaso; 188 +27,3), consumindo 6leo de soja, grao de soja cru e integral e sais de
calcio de 4cidos graxos (Megalac E®). A suplementagdo lipidica reduziu o consumo de matéria
seca e nutrientes dos animais e aumentou a proporc¢ao de 4cidos graxos insaturados no leite,
sem afetar a producdo e a composi¢do do mesmo. A suplementagdo lipidica ainda aumentou o
consumo e o fluxo abomasal de 4cidos graxos, sem afetar as taxas de biohidrogenagdo. As
fontes ditas protegidas (grao de soja e cais de calcio) ndo afetaram o consumo, mas aumentaram
o coeficiente de digestibilidade ruminal da FDN e o fluxo de C18:2, com redugdo do fluxo
abomasal de C18:1 frans e da taxa de biohidrogenacdo do C18:2, em relacdo a dieta com dleo
de soja. Em relagdo aos sais de célcio de AG, o grao de soja cru integral aumentou o fluxo
abomasal de C18:2 e reduziu o fluxo de C18:1 trans, o que levou a uma tendéncia de reducao
da taxa de biohidrogenag¢do ruminal do C18:2.

Em alguns experimentos foram observados diminui¢@o do teor de gordura de leite (%)
nos animais suplementados com fontes de lipideos. As dietas de vacas leiteiras de alta producgao
sdo ricas em concentrados e as vezes suplementadas com lipidios para suprir suas necessidades
energéticas. Quando as vacas leiteiras ingerem dieta contendo altas propor¢des de concentrados
ricos em amido e suplementados com lipidios, pode ocorrer diminui¢do da gordura secretada
no leite, ndo apenas devido a diluicao da gordura em fun¢do do aumento da produgdo de leite,
mas por reducdo da sintese de gordura na glandula mamaria.

A fonte de lipideos influencia a resposta das vacas no teor de gordura do leite. Enquanto
sementes de oleaginosas (em especial na forma integral) e sais de célcio de dcido graxo a base
de oleo de palma resultam em pequenos aumentos no teor de gordura do leite (até¢ 0,4%), a
inclusdo de fontes de dleos ou de sais de cdlcio a base de 6leo de soja tendem a reduzir o teor
de gordura em até (0,5%).

Dessa forma, a escolha das fontes de lipideos a serem utilizadas nas dietas de vacas em
lactagdao devem ser bem analisadas devido a seus efeitos sobre os animais.

cova, 121
Rl U,

<«

m’ (PLO7F"<F".7=D7
it Q,$*4R0Q0 "



I Simpésio Internacional de Producéo e Nutricio de Gado de Leite
IV Simpésio Nacional de Producio e Nutri¢io de Gado de Leite
IX Simpésio Mineiro de Nutricido de Gado de Leite

25 a 27 de setembro de 2019

Tabela 2.18%& () 1*+1+* -)*€106). (&/1*€10) 1*21+1/)31&!)*&/&A5&. 6)*&17+8+/198' (& 1+/:

UFMG

$/(2%) 1 rg(r) SLWE=H o 82 ] @AB1T CA  C?@ <)1*214 C1)(&F &

' ST TGHOMI 0IHO Y T T KU'g'+9  GHOMJ GHOMJ GHOIMJ GOIHOJ GHOIMJ GOIHOJ GHOI*J
L1&'(+! MNO1! &( - @P5 Q@ Q@ R?! "#l OS "TUT  #VUV #EUW DSUY SUX" #XU# SUTW
G"OO#J PB! Q Qo ! "Hl o "VURP #VUE #EUE #OUW SUTX #XU# SUTE
! <B! Q AV "Hl o "VUTP #EW! #DU' DDUW SUTX #XUE SUVKX
! B@Y4d Q Qo ! "Hl o "VUB  #WUHE #DU# #XUD SUTS #TUX SUT!
Z+19&((+1&(B8S"WI @P> O Q@ R?! "#l O3 #WU"H DHU#+H #OUW DSUS SUOQS DSUS "US+U!
! XS Q X3 | "Hl o #EUG® D"UWE #OU" DSUS "USB #OUS SUGE
! Vg 0 Vg | "Hl o #EUPP D'US® DSUD DDUS "USB #TUS SUX
! HES Q@ HES | "Hl o #DUX DSUB #XU' D'US SUQS #0OUS SUX
[8.(21899'1&(1+9:IGH#S @P> Q@ Q@ R?! VI ##X  "XUOP #EU#? #DUE DWUB? SUTT  DSUS SUT#?
! 0% "UW 0% | "1 "XUW #DUO #WWS DOUS SUXO DSUS SUTH#
! "XY  DUB# "X | AV/I "OUS #DUO #WWW ESUS SUQ" DSUS SUT"
! #TS  EUXE #TS ! "1 "TUD ##UV #EUT E#US SUOQS DSUS SUVT
>+78&/1&(1+9:IG#S"V] @P> Q@ S ;R?! "Ml "#'1  #DUT\ D'UX #XUD\ #XUS SUQS DSUS SUOV
! K>]! O #SS | "Hl o ##UO DSU" #VUX #XUS SUXE DSUS SUOS
! AE! Q@ #SS | "Hl o #DUW DSUX #TU' #TUS SUXW DSUS SUO#
! A#l Q@ #SS | "Hl o #UW D'UE #TUE #VUS SUXE DSUS SUOW
Y948 +I&(HBHSN] @P> O @ R?! "X 'DD  #WWS D'UV DDUX DOUE "U#D DSU# SUOW
! <B! #UQT  "#S! | "X #EUT D'UE DDUO DOUWT "U#E DSUW SUQV
! @Y Q Qo | "X #DUW DSUV DDU" ESUD "U## DSU# SUO#

&9 N* &9 .&+48&.() A@)./124)1*&14+(C1'+!/&8+ OC

1)*2,-)*&19& (&ET1)*2,-)*&I0&(&!18) 11'0*+15+ 1+ DUWal*&10) 1*21+U*&1+8) 1*)18)4IBHO+.1&(!

+9:1G"OE@).M8).(1)9& IPBADI&)*&!)=+ I<BNO1-)*&!)=+ IB@Y<MN/+/1*&18c98")*&1c8™)/101+d)/_IKA|ME&AIZBIA)F*)/lelE4A4_IA#N
<BI4)F*)/lel#44 1@YN8+1),)1*&I+90)*-) HO&/(&I*&IA *+] I?$%&'()19".&+1I5+1+1+/1%)/&/1&/(2*+*SHoR' () *&I*+18)45+1+,-) 1)/ (1+(+4&.()/!

8).(1+!1+1*&(+18).(1)9&:

RLLYY:
o €

< «

Nucleo do Leite
FAMEV/UFU!

"HH]



®UFU I"H$068. ($) T+ -+ /$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UF G
iy 19"#$%¢&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
) FamEy 188 ()" $'1, 63+-845)',"7.1)"L, "8 8+,
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|
|

FIL$+)("1."(3&0,%,*+.45)"1,"J/$1)("K-.L) (", %" &.-M%,+-)("-, & )13+SN)t

068 ()*&! )+&+,-* /)" O¥11 /2/)/*&! ,31)/+'31 )+! -303&! .+/"+/43&) 1*&'43431! 5+, +670/*&!
&*54+131+6/0/8,0/314+24%)('/-38.91:4/1+/4*1313)[<=*)+1.[27)+*&!,31)/+'313>() 31311+ 2*434 14183 (&
++4@A/0*1)3&! -303&! +1 0% &+B(+,'+1+,'+! 31 0%, 0+2<=*1 2%)+4G+R3UH 11 1*1+,'*1 13/&!
24+0*0+9/D303&!10*1153/E*I9FF!, !/, 70/*)+1.30'3<=*I324+&+,'3431153.3,<*)+ !+ +4@/3!, + @3'/-*
13/&1/,'+ &M+ I+A=+10*1*10% &+B(8,0/314+'¥13,)31)*10/0.414+24%)('/-*I'34)/3124+>()/03,)*I3!
24%)(<=*+1@+&'=*)*14+53,7%91G+@(,J&(B.+ 1+,'3<=*1)+ HII 2%)+13(1+,'34!312*2(.3<=*]
6*./0(.34;! *3)31+,+1 )+! 2+B(+,*&! +J*(! @43,)+&! 6+.70(+&! )+2+,)+,)* )3! 6%+ )+ HI!
(1/K3)39IL*1+'3,%;1318(2. + 1+,'3<=*10*11)/6 +4+,+&HI13234+, + 1+ '+], =13 '+4313IB(3./)3)+!
)+1-MO/*&1 *1/ 70/*1)+1.30'3<=*1)+ & &BEL3/&IN

13,)43! +'13.9! N#O"PQ! 3-3./3431! B(34+,'3! +1)(3&! -303&! 1(.'72343&! +! 27@/)3&! 1)3! 43<3!
R*.3,)+&310*1F&I&+@ (/, +&!"43'31+,*&1)(43, + &I+ 4T*)*BRMB 34 *TI"QIF* '4* INFUL V!
WQ:HQIGHL+, +1)+1X/,23<3ING X:16*,'+1)+ICO/)* @ 43E*BA@; 16*4,+0+,)* I Y@IZ@
N248D!+! [GD JZERMR34*Q!)+ GXINO*1153&+!, 3\G!)/+ A03Q;1$Q! 14=+1)+1G*>3104(1+1/, +@43.!
NIG!6*, '+)+ HI1+@3 YV!,W"OQ:1&(2.+1+,'3,)*1"#@UZIGR AR +!"Y @ I ZGNER34* Q1)+
IGINO*1153&+! ,31\G!)/+'A/03Q;! +! *Q! G3/&! )+HOB-0C0/)*&! @43E*&!/,&3'(43)3! NGFHI
\+@3.30 D%6;'H411a!R311+4b\VIF?(40?!alcd/@7?'1F*9le,09;1%d/,:ILf:1%gHIE*, '+1)+1HI!
[1+@3Y124*+@/)*,*14h1+,V,W"OQ:Y,0.(/, ) ¥ @ JZ GEN2SH#@JZ @ 'SBMIEQ!)+IGFHI!
NO*1153&+!,30\G!)/+'AT03QOIH&!)/+'3&4E 2+3/&16*43116*4,+0/)3&!)+1$i1)/3&!3,'+&1)31)3'3!
+&2+43)31)*1 234 3'AI[M)/3&! +1!.30'3<=*; +1 6+4311 6*41(.3)3&! &+@(,)*! *! LjF! N#OO"Q9! U&!
* CAM&IG*43113-3./3)*&I2* A1 1+/*1)+1('438&* *@436/31)/34/31+, +132M&I31¥4)+ 231)3113,2=1)*!
)/31"KI3*[Kk1)/31)31.303<=*:1+16%43114+3./K3)3&! 3&2/43<|+&!6*./0(.34+& ' $i&IHBLY OmP!
)31.30'3<=*Q=*1 6*/1)+'+0'3)*1 +6+/"1)31/,0.(&=*1)+1)/6+4+,'+&! 6*,'+&! )+ HI!, 31 B(3./)3)+! +!
B(3,)3)+!)+*-M0/*&13&2/43)*&Nb35+.31$Q9

06,'4+'3,*:%13'(3.4+&' ()*)+1*,&'4*(1B(+1)/+'3&1 4/03&+11] 1+ @BINIG+IGFHIQ!2*)+1!
A+)(KIA*1 h1+4*1 )+ +154/1+&! -IC-+I8A@ (,&! +&'()*&! 4+2*4'34311 1+.7*43! 3! B(3./)3)+!)+!
£ MO/*&I+1+154/1+8&! B(3,)M&(2.+1+,'34311)/+'3&14/03& 1+ 11| 1- @B+ 1+.73, +13*1+6-+/*1)3]
GX!,+&++E2+4/1+,*INN/.50!+'13.9: HQO¥MIF+13.9: 1#0"0Q: 1+N\34+/1+'13.9IN#0"0Q!1*&'43431!
+6+/+&I3)-+A&*&N*I6*A, +0/1+,*)+ICO/)*./ * +/0*IN] L+ Q& 54+ )+ &+, -* -/ 1+ W HSI %R,
2%)+ V¥I&+ AN +-/)*13)/ [5/<=*1)3113'(43<=*1,(0.+34136+'3,)*I3124* @4+&&=*)*1+&' C) ) 311 +/*&+!
eel+11*-MO/*@Ip0/)*&! @A3E*&!3.'+4311316.(/5/./)3)+1)311+1543,31+!36+'31B(3.B(+4124*0+&&*!, *
B(3.13!1+1543,31A1311+)/3)*43IN143113/2*&!1+13.9:"qd Q9

! F3.%1+,/1413.9IN+114+-/&=*Q!3-3./3431!'4/,'31-303&!1(.'72343&!)3!43<3IR*.3,)+&310*1!
*&1 &+@(/,+&! '43'31+,*&! *| ZFY*| 24/8 +! 2MB3AT! N'@¥,'4* +! NFUL:! \W™'Q;! &+1!
&(2.+1+,3<=*)+IHIVIN#Q!p0/)*| @43E*!/,&3'(43)* NeLG;!|,W[Q;!0*11""1)+!/,0.(&=*)+ @4=*]

)+ &*>3104(1+1/, '+ @43.10*1 2% &1 2% 41" SY INF"Y TO: "#:APHIF [T 1+ 14 A$r F [ THINO* 11538 +!
3N\GQV!+!N$Q! p0/)*! @ 48EH3)* NGHD;!, W™ QI 0*1I#:Ar1)+1/,0.(&=*1)+1&3/&!)+10C.0/*1)+!
CO/)*@43E*I&3'(43)*10*12*&*)+iO: OrlF"Y TOWI$i; OrlF[T"IN\HILH:HF ;1b+0'4* 1X")39;!
b*.+)*:1n43K/.VI0*1153&+!, 3NGQIIH&!)/+'3&!6*43116*41(.3)3&!)+130*4)*10* 1 *ILjFIN#OO"Q!+!
6*4,+0/)3&!$i1)/383,+&! 3'Al qO!)/3&!1)3!.30'3<LI@I*-CA*&! 6*431! 1* [+43)*&!)/34/31+,'+!
32M&!31%4)+,231)3113,2=1)*1)/31" kI 3*IqOk!)/3!)3!.30'3<=*1+13&!3&2/43<I+&! 6*./0(.34+&!6+431!
6+/'3&!,*&1)/38OMP!+IYOMP!+1qgOmMP!)31.30'3<=*9IL +&'++&'()*:, =*I6¥/1+,0* '43)*1)/634+ <3&
B(3./)3)+)+1*-MO/*&!+1+154/1+&9

c+! 30%4)*1 0*11 F3.*1+,/! +'1 3.9 N+1! 4+-/&=*Q:! s*(.B/3&?'3! +' 3.91 N#OOPQ! ,=*!
*58+4-34311)/6+4+,<3&! 31 B(3,/)3)+! )+! -MO/*&! )+ @43(1 ;1 #! +1 $; 5+11 0*1* 31 '3E3! )+!
0./-3@+11)++154/1+&!B(3,)*1-303&!)+1.+/+1)+13.'312@5*16*43113./1+,'3)3&10* 11)/+'3&!)+!
3.'310%,0+,'43<=*1)+1./27)+*&10*12343)3131)/+'3&!)+!53/E3!0*,0+,'43<=*01951! 3)/<=*:1 §(.3)/

"
L €000, #$ |
o0 €/, .

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



SUFU I"HSY6&!($) 1+ -+ /$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8 $+, " UFmG

- 19"#$%6&/($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8 $+," "

§) FAMEV #3968 ($)";$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "

<2< (4,%2-)" 1, < @B

!
L3&?'3! +'1 3.9 N#OOQqQ! 3-3./3431! )/6+4+,'+&! 6*,'+&! )+! HI! NGFHI! &3'(43)*;! IG! +! GXQ! ,3!
&(2.+1+,'3<=*1)+! -303&! .+/'+/43&! ,*! [/,70/*)30'3<=*! +! =*1 *58+4-3431! )/6+4+,<3&! ,3!
B(3,/)3)++1B(3./)3)+)+1*-MO/*&!+! *I h 1+4*1)+1+154/1+&124%)(K/)*&9!

“+(O*IAID* 2+0/)I&*54-+1H11+'35* [&1+)+1 [27)+*&I)*&*-MO/*&9lc(,,/, @'!+13.9IN#O"0Q!
)+1*,&'434311B(+13!5+'SE/)3<=* Al &(2+4+&'/1(.3)3!, ¥ 1+1+,*1)31 13'(43<=*1 )+ *-MO/*&!
)4+0/* 3+ +4@/3! 23431 3&! 0A.(.3&!)+-/)*1 31 3(1+,*1)313'/-/)3)+1)31034,/'/,31 23.1/"%
'43,6+43&5INF:bSQOIC+&'+11%)*;1*-M0/*&1)+1-303&!&=*17C5+/&!310¥12.+'341&(3113'(43<=*1+!
)I-1&I+&10+.(.34+8&1&+116% +1+E'+4,31)+M@/3ING'(41+0!+'13.9;l#00qQI!: *416/1;1&(2.+ 1+, 3<=*!
)HHIT+112%(0*1+6+/*1, 310*12+'8,0/31) +1*-MO/*&I+124%) (<=*1)+1+154/|+&!)+1-303&!. +/'+/438&9

134)/,3.1+13.9IN#O"[Q!+&'()3431"'4/,'31+1(131-303&!1(.'72343&!)3143<3IR*.3,)+&3!)+!qO!
)/3&13,'+&1)11234'+12+431*&1&+@(/, +&!"43'31+,*&T!bgO!N,'WI[Q;!bYO!IN,'W!"OQ!: Ib$OIN, IWIY Q!+
bOINO*,'4* +:1 IWIPQ;1&(2.+1+,'3,)*1)/+'3&I0*1IH14/0*1+11* 1+ @3N"#r!1)+11G:!, 3153&+1)3!
\GQ)+1qO;IYO;I$01+101)/3&14+.3/-*&111)3'31)*1234'*:14+ 82 +0'/-31+,+OIH2M&!*1234'*: B&.13,/13/
6*43113./1+,'3)*&I0*11311+&131)/+'310%, "+, )*I"#r1)+1IGI3'AlGO!)/3&1+11.30'3<=*0IH&!)/+'3&!
6+43116%41(.3)3&!)+!130%4)*10* 1 HILjFIN#OO"QOIH&!3&2/43<I+&16*./0(.34+&16*43114+3./K3)3&!,*&!
)/3&I# M$;! MmP: YSMP! +1 [AmP1)31.30'3<=*9! | L=* 6*431! )+'+0'3)*&! BEB(3&/)3)+! +!
B(3./)3)+1)*&!*-MO/*&I5+110%1*1, 3124%)(<=*1)+1+154/|+&9!

H(0*&) +&'()*&! /,-+&I@3431! )/6+4+,+8&) 2+ATH)*&I )+ &(2.+1+,3<=*! )+! HIl Q*./
1,&3'(43)*&! )(43, +1 ¥ 2+47*)¥ 24R34"] +1 &+(&! 5+ +670/*&! &*54+1 31 B(3./)3)+! +1 24*%)(<=*1 )+!
£ MO/™*&! +] +1544+89! H! 4+&2*&'31 )*1'313,2*1 )31 &(2.+1+,'3<=*1 *13'(3.1 +&'()*! B(3,*! 3*!
AL+4*)+ - MO/*& )+ @43(1 #1651, =*1 [ +341 +124%-3-+ 1+,'+] 31 4+&2*&'31 Al 4+.3'3)31 t! 13/*4!
+6/0/8,0/31)+15/+2/)4*@+,3<=*14(1/,3.1+10* &+B(+,"+)/1/,(/<=*)*&IHI1+&&+,0/3/&!]1-94
Y12381%16.(E*/,'+&',3.;10%,0+,'43<=*12.3&1C'/031 +1 &(3!)/&2* /5/./)3)+! 23431 *&1'+0/)*&! 0*1!
F @*&I2+ATHV&N)HI&(2.+1+,'3<=; 12%/&IAIA+0* 2+0/)* 2% + 0/3.14+6-+/*1)+IHIR LA (43)*&!
3124%)(<=*1)+1+154/1+&INF+44/1+13.9:1#00qQ9

L*1+&'()*1)+113,)43! +'13.9! N#O"PQ! 31 &(2.+1+,'3<=* )+ HIl 3(1+,*(1 * ,h1+4*1 )+!
6*.70(.*&!)+10.3&&+!"1+1"'3/& Nb35+.31 "\QOI H.@ (,&! +&'()*&! 4+2*4'34311 3(1+,"*1)*1 h1+4*1)+!
2+B(+,*&! 6+.70(*&! B(3,)* &(2.+1+,'34311)/+'3&! 4/03&! + 1 HII *1+@IBlu+4*,1 +'13.9: #OOH#V!
u30?2("! +'13.9;1 #0"OQ! *(! *13@! N:*,'+41 +'1 3.9;1 #OOYQO! %,'4+'3,"*:1 31 +E2./03<=*1 2343! +&'+!
6+,]1+,%13/,)31, = AI*'3. 1+, +1+.(0/)3)3;1 138! 304+)/'31+&I B(+! P*(-+1 3(1+,*1)+1 63'*41)+!
04+80/1+,*1 &+1+.23, '+ 1! /,&(/, B! )+-/)*! t! 13/*4! 0% 0+,'43<=*! )+! / &(./,3! 2.3&1C"/03!
Nj*5/,&*,1+'13.9; HOOH#QIB(+12%)+13@/4! *14+04('31+,*1)+16*. 70(.*&!)+10.38&+!"INI34,&d*4' 201+
3.9;1#00[RY!

D303&!3./1+,'3)3&!0*1! HIl 1*&'434311 1+ *41 |h1+4*1)+! 2+B(+ *&! 6*.70(*&! B(3,)*
0%12343)3&!t1)/+'31 0% '4* +1 *I+E2+4/1+,*1)+ F3.¥1+ /1 +'13.9IN+1! 4+-/&=*Q9! g 131 2+&&7-+.!
+E2./03<=*! Al 31 2%&&7-+.1 )/1/,(/<=*1)3! /,&(./,3! 2.3&1C'/03! B(3,)*! &+! &(2.+1+,*(! HI:!
+&2+@/ 1+, +12*418+143'341)+1, 7-+/&!30/13)+1"|@JZ@")+N\G))3!)/+'3IND3, Iv, + @&+.1+'13.9; HOOPV!
134,&d*4'20! +1 3.9;! #0OO0[QQ9! H! Y1/,(/<=* )+ [.&(./,3! 2*&&J-+.1+ '+ 24+>()/03! *!
JH&+,* -/ 1+, *1)+1 2+ B (+,*&16*. 70(.*&! *1*-CA/*1)+1-303&!NI34,&d*4'21+13.9:1#00[QQR). @
+&'()*&! '811 )+, 16/03)*1 *&1 +6+/*&1)3! &(2.+1+,'3<=* )+ HIl &*54+] | h1+4* )+] @43)+8&!
6*.70(*&!+114(1/,3,+& NX(00!+13.9:1"qq$V!n+31laln(.+4;1"qqPQ!+1!B(+1G'32.+&!alb?3'07+4!
N#OOIQ!+,0%,'4343113(1+,*)+H$r! *'313, 2411 A)#N)*&I6*. 70(*&)+1)/-+4& 3G, +&!)+IHI!
&(2.+1+,'3)3&9! L* +E2+4/1+, 1 )+ F3.¥1+ /1 +'13.9l N+1! 4+-/&=*Q! 6*/1 *5&+4-3)* 3(1+,"*1)3!
B(3,7)3)+! )+! @43,)+&! 6*.70(.*&! B(3,)*! -303&! 6+431! 3./1+,'3)3&! 0*1! /,0.(&=*! )+! GHb!
0*12343)31t1eLG:12%)+,)¥1&+41)+-/)13*11+.7+4153.3, <*I+ +A@A'/0*!, + &4 2ED!

n
MEO PO, #/\ |
& 22 .

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&!(B)TH+,-*./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, UFmMG
” 19"#$%&/($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8, $+," "
9 FAMEV 1 HB96&($)":$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8, $+, "

<= <M (+,%7-)" 1,'<@QR

RC! 1(/'3&! )/&04+2w,0/3&! +,'4+! +&'()*&! 2*)+,)*] &+4! +6+/*1 )*] 53.3,<*! )+! +,+4@/3;!
0*,0+,'43<=*)+1/,&(./,3!2.3&1C'/03;!HI!+*('4*&!163"*4+&!)+14+04('31+,"*;104+&0/1+,*1+13'4+&/3!
)+12+B(+,*&!6*.70(.*&9IH. @ (,&!+&'()*&!4+.3'3431!+6+/*12*&/'[-*) 3IB&*HA+!*1 h1+4*1)+!
6*.70(.*&!2+B(+,*&IM+44+K!#3.9;!"qqPQ;!'313,?*I1 1A)/*INU.)/0Z! +"3.9;!"qqPQ;!*(! @43,) +&!
NX(00H+'13.9;"qq"QV!+*('4*&!4+.3'34311+6+/*&12*&/'[-*&) 31&(2.+1+,'3<=*N)+IHI! +&'+&!, h1+4*&
Nn+31'aln(".+4;!"qqP®9

%c\_go Do 4, "#i I

<«

m’ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$%6&($)"*+,-* /$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
} !9||#$%&|($)n6./$)*.Oll1’||2_)1345)"'|l63+_$45)u1,||7.l)n1’||8'$+’|l n
EWQHM”E!”M !:ll#$%&l($)ll;$*,$_)II1'Il63+_$45)lll,ll7.l)lll,ll8’$+’ "
<:||. "<>"l,"(,+,%?')" llu<@gl

1.2,0."JK 1968()*+'1(,I-./01'21,1, 34805, 21,12)6217)680(6(,2!(,1-6/6212)98,3,:16(621/'31(0:,&,:1,21:":1,21(,I</0( 21=86>"2173@ (06| ABE8Y66 &+
(6!C@(06DE

B21)('! 1 F-./01'1?2:D! B34&05,2
G6:(&6!,1168EI?#HI'C K'168 G&6)!™! G&6)!# G&6)!M NO<-,02 08,_9:'8('2! 080-6('2!?PL NO<-,02!?i[ NO<-,02!?RL
OFQ! ' RST$A"SL HSLMAHS "SHLAHSN MSITAHST US#RAHBI MST$AHB $LSLARSU "S"MAHSL "$SMAUSL:
VW 'O#SIA"SME HSHTAIHS "SHMAIHSI LS#RA'SH USIUA'SHI MSTMAHS  $$SMARSE "S#IAHSML #ISRARSU!
GM ' "HS$A"SU HSM'AIHE HSLH#AIHS' MS#'AIHSI MSTRAIHS #SI#AHSU $TSRARSN HSU#AHB: "MSTA$SLI
VOYQ ' "MSTA#SE HSMS$AHS "SHLAHS# USH#AHSE $SH#IA"SHT USHLAHB ILSHA$SIR HSRUAHS ##SIA$SMY
068'3,:0!,1!68E!?,31&,-02+' ' ! ! ! ! ! ! ! !
OFQ! ' TS$RIAHS HSRIIAIHS "S"RIAIHSL #STLIAI"SH USHHIAI"S MSUMIAI"S MRSUL!A!IS "SHHIAIHS RSHS$IAILS'
[QV ' $SH'AI"SU HSUMIAIH HSIRIAIHS "STRIAIHS MS#'IAIHS "SRUIAIHS M$SIIAI"HSE HS$SMIAIHS ""SLIAITSTS
VYK! ' ISITIAI"SLE "SHRIAIHE "S"MIAIHSI #SH$IAIHS LS#TIAIHS #SITIAI'SH M$STT!AIRS "SHHIAIHS "HSHMIAILE
G6&(0:68!,1168E!1?7#H" ' ! ! ! ! ! ! ! !
KRH ' TSTHA"SL HSUUAHS HSRTAHS! LSHRAHB USS$#A"SI'l LSHHA"SE S$TSIAISTM HSTTAHSI "LS"AUSSR
K$H P omSMA'S#L HSISAHS" "S$HAHS# USUHAHS ISTTA'SH! LST#AHS1 $MSMA$SS HSTHAHSI "HSUHALST
KMH ' ISHRA'SIF HSL#AHS' "SMMAHS) MSTTA"S" USL$A"SL' MSHHA"SI UMSUAISU HSI#AHSN "USLA$SUI
KH I TS#'A"S$L HSU"AHS' HSUHAHS| LSLRA"SH USLTA'"SV MS##A"SF UUSMATS" "SHLAHSL "ISRA$S'I

"0':1&'8,1?0FQDSIV, 3,:1,!(,W0:"6*6!1?2VWS!I&0/6!,3!</0('1=&6>'I' IBER+'1(,12"61/&)!,10:1,=&681?GVSI&0/'!, 31</0('1=&6>'1'3,FD!, IV602!(,1/<8/0'l(,|</0(1=&6>"!
2VOYGS!&0/'!,31</0('1=&6>"1a3,=6Db!X!/:1&621,!,:1&, NARIGVCVOYGEIV0=:0;0/6:1,!/'319dHSBULL'S,1?0FQDS!2,312)98,3,:16*+'(,1</0('1=&6>'b!V)98,3,:16*+'!
(,1</0('1=&6>"10:261)&6('1?2[QVDSIB(0*+1(,1=&+'1(,12"61/&)!,10:1,=&68D!,1V/)98,3,:16*+'1(,1</0(1=8&6>"1261)&6('1?VY KD HEBOR!(,!/<8/0'l(,1</0('2 1=8&6>'21261)&6/(12b
MKHe!1&6163,:1'1HS!-6/62!:+'1&,/,4,&631=&+'1(,12"61/&)!,10:1,=&68!2GVD!6'18"="1('19,&f (1981 'b!KMHS!K$H! IKRHe!=&)9'2!7),'&6312)98,3,:16("2!/'3!(0,16!/":1,:("
GVI(,IMHSI$HRH!(062!(6!(616!,29,&6(6!96&6!'96&1'S!&,29,/10-63,:1,b1]!,;,01'7)6(&<10/1/'3!,;,01'120=:0;0/6:1,!(, PAGIES 8! 1892!/636(62!')13602!(,//@8)862!(/h3)8'!
/'396/162b!G&6)!#e!/636(6!('1/)3)8)2!0:/'398,16S!"-./01'196&/0683,:1,1(,2:)('b!G&6)!Me!/)3)8) 2!,>96:(0('S!'-./01'(,2:)('S!/)3)8)21968/0683,:1,1(,=,:, &6 (1 2(,IW"2!
,1168ES!"RTRDE!F-./01'2!-0<-,02!@!6!2'361.&06!(,I"-./01'2!(,!=&6)!"Ic!'-./01'21(,|1=&6) #Ic!'- /01'2](,'=&6)Mb!%'&/,: 1B=(B1(2!-0<-,02! @!"1:h3,&'!(,!'-./01'2!-0<-,02!
(0-0(0('19, 8':h3,&'1(,!"-./01'216290&6('2E

‘&g\.ﬁo nD(s/) ll#$|

*

m 6C/0,)"1)"8,$+,™
‘T DEF9GHDH!



GUFU I"H$%6&($)"*+,-* /$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
} !9||#$%&|($)n6./$)*.Oll1’||2_)1345)"'|l63+_$45)u1,||7.l)n1’||8'$+’|l n
EWQHMNE!”M !:ll#$%&l($)ll;$*,$_)II1'Il63+_$45)lll,ll7.l)lll,ll8’$+’ "
<:||. "<>"l,"(,+,%?')" llu<@gl

[.7,0."LKi'8f/)8'2!,1/'&9'2!8n1,'2!(,!-6/62!6803,:16(62!/'3!(0;,&,:1,2!;":1,2!1(,!</0('2!=&6>'2!?3@(06!A!B&&1%6(&+'1(6!C@(D6DE

B21)('! Il I'8f/)817?2:D ! Il 0'&9'"Wh1,"
G6:(&6!,1163EH D) 08622, 086224 08622,!M 08622,IL  08622,\U K'168 Qh3,&'! 1;?2,"36#{@
OFC! "SMAHS'"T USHAHS"{ MSLAHSF HSRAHSH HSLAHSH/ "HSLAHS#{ HSSAHSI #SHAHSEH
VW ' LSIAHS!'$ LSUAHS$"'$ MSTAHSI "S#AHSH$ HSRAHSE "LS"AHSIR ! HSRAHS MSIAHSH
GV LSUAHS" USUAHSE"T MSIAHSE "S#AHSHI6 "SHAHSHI "LS"AHS#L "SHAHSF LSMAHSE!
VO'YG I\/ISLIAHS" LSRIAH$"L LSHIAHSI- #SH'AHSHL "SH,IAHSHI "USMAHS{ "SUAHSF LSMAHS!
| | |
068'3,:0!,1'68E!?,3
&,-02+'" I [ [ [ [ [ Il [
OFQ! | #S"#IAI"SFE MSMRI!AIHSE #S$IIAIHSI "S™AIHS'W HS#HTIAIHE RSUIIAISUT  "S#IAIHS!' LS$IAIHSI
[QV! ! "SRLIAIHS #SURIAIHS: #S$"IAIHS "SHS$IAIHS"| HS#"IAIHSE TSL"IAIHS#4 ! "S$IAIHSE LSMIAIHS
VYK! Il "SMHIAIHE #SIUIAIHSS #S$HIAIHS "SHMIAIHS' HSLMIAIHS TS"MIAIHSI  "SIIAIHS'!l MSIAIHS!

"0':1&'8,170FQDSIV, 3,:1,!(,/W0:A6*6!?2VWS!&0/6!,31</0('1=&6>'I' 3MBEE+'1(,12"61/&)!,10:1,=&68!2GVSI&0/'!, 31</0(1=&6>'"'3, 5D
IVB02!(,1/<8/0'1(,1</0('16=&6>"1?2VOYGS!&0/',3!</0('1=&6>''3,=6Db!X!/:1&621,e!OFQ!-2EIVWcGVcVOYGE!V0=:0;0/6:1,!/'3!9d
6S411&621,e!GVI-2EIVOYGE
#0':1&'8,120FQDS!2,312)98,3,:16%+'1(,1</0('1=&6>'D1V)98,3,:16*+'(,1</0('1=&6>'10:261)&6 ("1 2[QVDS!6(0*+'1(,|1=&+'1(,12"61/8)!,
0:1,=&68b!,1V)98,3,:16*+'1(,!</0("1=8&6>'1261)&6('1?VYKDS!6(0%+'1(,12602!(,1/<8/0'l(,I</0('2!=&6>'21261)&6('2b'k!/": 1&ERL2E OF
[QVCVYKDY/S(1/:1&621,e![QV!-2EINYKE

M'8f/)8'2e!/8622,!"eldM3312(013,1&'DS!/8622, 1#a8@b!/8622,IMeR33b!/8622, !Le!"1J33S!,1/8622,1Ue!m!"U3BE

"# |

> £l
/m 6C/0,)"1)"8,%+,™
‘T DEF9GHDH!



SUFU I"H$Y& () 1H+,-* $)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8 $+, " UF71 G
19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
FAMEV L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. u<>u1’u(,+,%?_)u 1,||<@g|

06&'(1)*1+,-1."//#01'12' &34+5!6&)! 7+8719)1": '8119)!:,)119)I <+ 5+419)5!)7+85&, +4! 1!
51=85)2*111=+48+2119)!>4+209)7!?1,3'&,17!7)5!822,&@2'8+!911)?)8*11)2)4>A*8'11917!BC-! D7*)7
9+917!8298'+516&)! E:1 &5! ,858+4153285119)182' &7F1!9)! BC!)! 827&,82+! +>8291! 9)! 5+2)84+!
782'4128G+9+H!1&17)1+HI7;1E:1)?)8*119)14) 48*+5)2* 11 244 @84+ 24131')4*1123=),19)182" & TF 1!
9)IBC!)!1827&,82+H!)*+5JABI7;)K87*)1+15+28*) 2L F119+71*+K+719)1'4)7'85)2*119)171,3'&, 17H!'15!
1&*417!,858+4)719)7%)715)75171"15<1 7+17-

Efeitos da suplementacdo de dcidos graxos no sistema imune de vacas leiteiras

! M7!BC! <D)5!519878"+4! +14)7<17*+18582)! <14198=)4717!5)+287517H! 6&)! 82',8)5! +!
828J8LF119115)*+J1,87511911:'891!+4+6&89N28'1!.<4)'&471419)I<417*+> +2982+THI<417*+'8',82-
*4+5J1K+2170H! 829&LF1! 9)! 5)98+914)B222%B++:4817H! 519878'+LF1! 9)! ,8<39817!
82*4+"),& YAH)+*8=+LF119)14))<*14)712&' )+4)7!.P+611IHI#QQRS! T+,9)4H!I#QQUO-V+J) 291166
11787+)5+185&2)19)I1=++71,)8*)84+71<19)17)415+28<&,+91!<), +17&<,)5)2*+LF119)IBCHIC+294+1)*!
+,-L #Q"UO! +=+,8+4+51+17&<,)5)2*+LF119)1212*)719)! ,8<39817!48'17!)5! BC! 9+)2+88/8+! N5
7)5)2%)19)1, 82E+L+01)IN5)>@!. >4AF119)1711+1'4&1)182%)>4+ HI)I7+8719)1''8119)1; )119)171[+012+!
28&2LF118582)!"),&,+419)1=+'+71211<)4319119)1*4+278LF1!)!1823'8119)!, +*+LF1-IM71+285+871?14+
78&<,)5)2*+917!'151212%)719)IBCI+!<+4*8419)IWX198+7 PR BI#G4 | <+ 4+ 11 <+4* 1 1+*AISRIO8+7!

)5, +*+LF1-IB7198)*+7!'15182' &7F119)IBC!<177&3+5!&51%)1419))K*4+*11)*A4) 115A98119)IRHY Z!
211<A@+4*11)IXHXZ1211 GF4*1-

[75))K<)485)2*11171+8&*14)71)2'12*4+4+516&)1+178<,)5)2*+LF119)IBCI*+2*119+17+53 8+
N5)>+QV! 6&+2¥BC! 9+! 2+53,8+! N5)@H 7F1! '+<+G)7! 9)! + *)4+4! *+2*11 +] 858289+9)! 82+*+1
4<+'89+0)10)124>1'8%17)1),&, +40168&+2*11+1858 289+9)1+0+<*+*8=+1 68+2+89+0)!9)! 827:'8*170-IE
78&<,)5)2*+LF11I'1517)5)2%)19)! 82E+L+!.V9%0!+&5)2*1&!+182*)2789+9)19)17+>1'8*17)19)1*1917117
)&''8*17THI'I511*+5]A510)12)&*4:28,171)I5+'4: 2+>1719+71=++ 71 2@« #*11 \8>&4+1"0-1]771!
78>2878'+H!6&)!)5!,1'+8719)1827)' LF1HI17!5+'4;2+>171)12)&*4;78,17!<177&)5!5+814)7'E+2")719)!
98>)484117!<+*:>)2171<1415)8119)!5)*+J1,8751! 1K89+*8=119)21 5EHT )™+, "$( I 1&!
+,"5(0) 4. " (1) .]2>=+47%)21 12l () THIH#Q"WO-!

s 12%)2789+9)19)17+>1'8*17)121 @&:¥4*1
oo

=B XXQ-
& . m06)&';'8*17
2 XQQ ma+'4;?2+>17
()]
& RYX] D&*4:28,17
8 RXQ
o R#X-
& RQQ . . . .

™I

V% CVv VTBC

D$I3-." AJ]2*)2789+9)! 9)1 2+>1'8*17)1 9)!'A,&,+7! 91! 787*)5+1 85&2)! 9)! =+'+714)')J) 291! 98)*+7!
'12*41,)1. TM[OH!'15!7)5)2*)!19)! 82E-+L+!.V90H!>4F119)1711+1.CVO! 1&!17+8719)!": '8119)!:,)119)!
711+1.VBCO-1.BO+<*+9119)IC+294+!)*1+ -HIHQ"UO

"
€0 Do #$ I
o Ly, .

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



SUFU I"H$Y& () 1H+,-* $)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8 $+, " UF71 G
19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@ FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. u<>u1’u(,+,%?_)u 1,"<@gl

! Ib)12145+182%)4)77+2%)HI+17&<,)5)2*+L F119)IBC!829)<)29)2*)5)2*)19+17+53, 8@ N5) >+
WIL&+&5)2*1&!+1<14') 2*+>)519)1,827:'8* 1@ <) 4. 15N K')LF1191717+8719)!",'8119)!:,)1!
9)1711+01'1511*+5JA519)! 8272:'8*171'8*1%K8'17- M7!,822@BM) A 2E))5!)! 4)7< 129)5!+!
+2%3>)21719)1<+*:>)2171+*4+=A719+1<419&LF119)I'8*1'82+716&)1+*4+)5!'A, & +712+>1'3*8'+ 7I<+4+
1'+,19)1827)'LF1H!)26&+2*116&)!17!,8272;'8*171'8*1*:K8'17!)7*F114),+'812+917!'15! +19)7*4&8LF1!
9)1=34&7!.a15+2!" IV+9H!"//UD-

! M! e,*851! )K<)485)2*1! 4)+,8EHB! 21771! ,+J14+%481! ¥)7*1&! 7)! 11 *)5<1! 9)!
78&<,)5)2*+LF11'151:'8917!>4+K 17! 9&4+2%)] BIAL! +2)*+! +1 4) 7<17*+ +Q+<*+*8=+1911 787*)5+!
8582)! 9)! =+'+7! )8)84+7! 984+2*)! 11 823'81! O+! +*+LF1-! C+49824Q" !4+ 81&! +!
78&<,)5)2*+LF119)IN5)>@H! <1415)80)! >4F110)! 711+ "#Z19+1 aV! 0+ 98)*+0H! <14198?)4)2*)7!
<)43191719+19+%+1)7<)4+0+ <+4+1 11<+4*1] JQH!UQH!WQ!)! Q! 98+71+2%)71911 <+4*10! 2+1'+<+'89
519&,+41+14)7<17++185&2)1+9+<*+*8=+1)182+*+19)I=+'+71 )8%)84+719&4+2%)111<)4319119)1*4+278L
823'8119)!s+LF1t

Z1%827;'8*171211<X+4*1

ll$ _
IIU _
TR |
&g = 06827;'8*171c(
<. d),<)4
> Q7 m %6827;'8%17
N $ '851%K8'17
U |
R 4

V% CVv VTBC

D$I3-." <J'T14')2*+>)5! 9)! ,827;'8*17! ¢E&),<)4! )! cCB*1*:K8'17! 9)! =++7! 4))J)291! 98)*+7!
'12*41,). TM[OH!'15!7)5)2%)!19)! 82E+L+! V90H!>4F119)1711+1.CVO! 1&!17+8719)!": '8119)!:,)119)!
711+1.VTBCO-1.BO+<*+9119)IC+294+!)*I+ -HI¥Q"UO-

\}c\-lﬂ INN@,).e "#/ !
m 16C/0,)"1)"8,$+,"
‘T DE;FOGHDH "



SUFU I"H$Y& () 1H+,-* $)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8 $+, " UF71 G
19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
FAMEV L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. u<>u1’u(,+,%?_)u l,"<@g|

%827?;'8*171211<)439164*1

Q.
~ $ -
+
SIVE
<
> R m cOd),<)4
N # - m T8*1%K8'17
Q n T T T
1Q uQ WQ Q

b8+719)17&<,)5)2*+LF1I"151>4F 119)!711+1)514) +LF1l+1!
<+4*1
! ! !

D$I3-."KJL 4')2*+>)519)!,827;'8*17I6E),<)4!)IcCB*1+;K8'1719)I=+'+7178&<,)5)2*+9+7"15!>4F 1!
9)1711+1<141987)4)2%)71%)5<171)514), +LF11g19+*+1<4)=87*+1911<+4*1-1 BO+<*+9119)ICHAOS2+, ) I+ -
HQ P!

! M7!+8*14)71)2'12*4+4+5] +85)2*11 9+1 <14')2*+>)51 9)I'A K@Y K)4!)! 9)! ,827:'8*1!
'8+1%:K8'1168+29117)!78<,)5)2*1&! 17! +285+871+ <+A4*8419) \WQ!08+71 9+ 9+*+1<4) =87+ <+4+111<
\8>&4+IWO-1B, A5I98771H!171+&*14)711J7)4=+4+516&)1+1<419&L F119)1)7<A'8)714)+*8=+719)I11K8>
+<; 7112451841 7) 100", "#, $121815+8141 <14 285+8716&)14)')J)4+5178<,)5)2*+LF119)1>4F 1!
9)1711+1<141<),1!5)217'WQ!98+719+19+*+1)7<)4+9+1+11<+4*1! \8>&4+RO-1BI<419&L F119)1)7<A'8
4)+*8=+719)11K8>@281!.DhMVO0!)7*:1<178*8=+5)2%)1+771'8+9+!'1 51+19) 7+4&8LF 119) < +*;>) 21 71+<;
112+>1'8%17)I<1415+'4; 2H)12)&*4;78,17-

]2%)2789+9)19)IDhMV!

. $QQ
3 YQQ
5 UQQ

% XQQ!
& RQQ
Y ele
3 #QQ;
— “QQ_
Q T T T 1
/Q uQ WQ Q

b8+719)17&<,)5)2*+LF1!'15!>4F119)I 711+1)5!4),+LF11+11<+44

D$I3-."LIf419&LF1!9)!)7<A'8)7!4)+*8=+7!9)!11K8>@281!.DhMVO0!)5"'A,&,+7!911787*)5+185&2)!+<;7!
?2+>1'8*+4)BlI" ,"#,$19)I=+'+717&<,)5)2*+9+7!'15!>4F1!9)!711+!<141987)4)2*) 71*)5<17!19+!19+*+!
)7<)4+9+1<+4+11 1< HPBB+<*+9119)IC+4982+, ) HiQ' &

11}
<000 W
R ‘e,

<«

m’ 16C/0,)"1)"8,$+,"
T DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|

B! 7&<,)5)2*+LF1! '15! ,8<39)17! <19)! 5198?8'+4! +! 4)7<17*+! 85&2)! <141 98=)4717!
5)+287517-! DK87*)5! )K<)485)2*171 6&)! 4),+*+5! 6&)! +! 7&<,)5)2*+LF1! 9)! BC! 21! <)48<+4*1H!
7)2911+71212%)719)!,8<39)17148'+71)5IBC!*+2*119+17+53 EWMNGR#2*119+17+53, 8+ INE)bH
TF11'+<+G)7!9)! + *)4+41 *+2+11 +1 858289+0)! 82+*+! '+<+'89+0)! 0)! 2+>1'8*17)!"),&,+40! 6&+2*1! +
858289+9)! +9+<*+*8=+] 68+2*89+0)19)! 827:'8*170H! +&5)2*+291! +182*)2789+9)! 9)1 2+>1'8*17)!
19171171 )&''8*17H! 1511 *+5JA5! 9)! 2)&*4;28,17!)! 5+'4;2+>17! 9+7LER)F7+ 2145+H! +!
78&<,)5)2*+LF119)!,8<39)17H!9)<)29)29119+1212%))19+12145+16&)!1?1414)+ 8G+9+H!<19)14) 7&,*+4!)
J)2)?23'8171<+4+1112&2'812+5)2*11911787*)5+185&2)19)I=+'+71,)8%)84+7

|
M)*/03(N, ("

! B! 78<,)5)2*+LF1! 9)! BC! <+4+! =+'+7! )8%)84+7! *)5! 4)7&,*+91)87HIF)291! 6&)!
4)7<17*+7) <4198*8=+7] <178*8=+71 9)<)29)4F1! 9+! 212%)! )| 9+ 6&+2*89+9)! 7&<,)5)2*+9+H! '15
*+5JA51911)7*:>8119)! +*+LF11)5! 6&)! 11 +285+,1 7)1)2'12*4+-1 T15! 4),+LF1! +17! <+4i5)*417!
4)<4198&*8=17!+17&<,)5)2*+LF1!9)! BC!<19)! +&5)2*+41 +! <1<&,+L FAR128'8:9+5)2*)! 9)!

<)68)217! )j1&! >4+29)7! 21,3'&,17! 9)<)29)291! 9+! ?212*)! 9)! BC! &*8,8G+9+H! )! 5),E14+4! 1!
9)7)5<)2E1! 4)<419&*8=1! )5! 2&2LF1! 9)! 5),E148+! 21! J+,+2L1! 9)! )2)4>8+! 9+7! =+'+7-! B!
78<,)5)2*+LF119)!'89171>4+K17\@DB+*&4+91712+719)8*+7!<19)5!51 9&P4AT*+18582)!
82+++1)1+9+<*+*8=+10)I=+'+71)8%)84+71211823'8119)!, +"*+LF LH!+&5)2*+291111+*8=89+0)!)182*)278¢
9)12+>1'8*17)19)I'A &, +71911787%)5+185&2)H19)<)29)29119+17212%)19)! 8<39)171&*8,8G+9+-

!
0,P,-Q*/$.("R$0?$)I-SP$/(

B,)48H!k-!I-HIm- T-1d82)H\af(5+2H!f-Ib-1a+27), H!I-1k-!I+,)7H!m-la+,,+49H! +29! B-1b-!
\87E)4-1 1 #Q"U-1 f)48<+4*&48)2* 855821 7&<<4) 778121 +29! 7*4+¥)>8)7! *11 85<41=)! 9+84(! 'Lr
E)+,*E198482>1E)1<)48<+4*&48)2*1<)4819-h)7-10)*-1@81"Q$p$

B,,)2H! a-! B-H! +29! -1 {8+2*128-1 #Qi)M*-01,8'1'12%41,1 1?1 2))9! 82*+q)p! |5<,8'+*8127! 214!
5)*+J1,8'1987)+7)11?2124)7E!'1n7-10)*-1T,82-\119!B285-1#/|@HY /

B,,)2H!a-1V-1#QQQ-1D?7?)*7!1?198)* 1 DYARI 47>&,+*812! 171 2))9! 82* ke[ p# 84 (1 V/'8-I $W!
YOp"X/®U#RE

B,5)89+HIC-N\-HIc-1B-Ib),l0-pHI-IC-f+8=+HID-N\)44)84+19) k) 7&7TH!h-10-Im+4, )**+H1k-Ih-IC+294+H!
0-1-IM)*)4LHIT-IV-Ic+g8(+HM+ 29N\ If-1h) 220YU-1D?7?) *711?INE1,)14+n!71(J)+2114InEL,)!
'1%+127))9112158,9!(8),9!+29!'1 5<178*812H!98>) 7*88,8*(H!4&582+,17)45) 2*+*8121+2917,119
5)*+J1,8¥711?1 +*+*82>19+84(!'1n7-1B285-1f419-1V'8-IbM]p!"Q-"QY"jB["X#UU

M+228HIV-HIm-1I-1b+(H! h-1 - D=+27HN\-1f-1 T1412>8&H!+29!m-1%15J+498-1"//X-10)*)'*8121 17!
'1218&>+%)9198)2)18715)4711?1,821,)8'1+'89!82!,8=)4!,8<897!1?!4+*7! 2[9)=1EA! 82)*!
8208'+*)TE+*I*E)198)*191)7121*!'+&7)!,8<1<)41K89+{812M81'E)5-Up KBS/ !

m+4,)**+H1h-10-HIk-1h-IC+294+H!0-1f-Im)**)41HIT-ID-1B4+el1H!c-1B-1b),lo+,,)HIC-\-IB,5)89+H!D-
\)44)84+19)1K)7&7H!h-1b-1a82>1*8H!m-1 T-Im)2)=)2*1H!k-!D-\4)8*71k&28 14122 201\-1{-1 h)
#Q"U-1 h582+,1 JBLE(941>)2+*812! +29! +J15+7+,1 2,1n! 121 2+**(1 +'897! 821 . +*+*82>1 '1n7p!
M8,7))9!<41=89)714&582+,1<41%)*812121412+**(1+'897-1B285-1))91\/'8-Ic) E21,-G¥"/p! ™"
|

m+4,)**+H! h-10-H! k-1 h-! C+294+H! k-1 D-1\4)8*+71k&2814H! %-! T-! 0)49&388: 1 FBH ! Fel
M)*)41HIM-1T-Im)2)=)2*1H\-IC-108,),+H!+ 29N\ If-1h}B*X-1d8>E! )=),7!1?!InEL )1 4+n!

" "
o €/, H

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|

71(+1J)+2718219+84(1'1n! 98)*7p! 98>)7*8]8,8*(1+29! +285+,1<)4?145+2")-1k-| B285-1fE(781,-!
B285-![&*4-1.m)4,0'bM]p!"Q-""jl<2-"#RQU

M+&5+2H! b-1 D-H! +29! |-| Ti&448)-1 "/$Q-! f+4*81282>! 17! 2&*48)2*7! 98482>! <4)>2+2'(1 +29!
+*4+%812p1+14)=8)n11?15)' E+28757182=1,=82>E15)1 7++787!+29!E15)14E)787-1k-1b+84(1\V/'8-
UWp!" X B #/-!

M)+5HIV-I-HM291-Ih-Im&*,)4-1"//Y-ID2)4>(13+,+2')1+2911=+48+2171,,8',)19)=),1<5) 2*I<4814!
*11E)12847411=&,+*8121< 1 7*<+4*&518219+84(1'Ln714)")8=)82>*E4))!,)=), 711?2198)*+4(17+*-Im81
h)<419-KUH!"\ORA

m),,H! B-1-1"//X-1 h)>&,+*8121 12! 14>+28'l 28*48)2*! 5)*+]1,875! 9848251 *4+278*8121 2415! +¥)!
<4)>2+2'(1*11)+4, (1, +*+*812-1k-IB285-1V'8- Y WBESOR

m8,J(H!c-1h-HIk-Im, 1=qH!m-IT-IB5+4+,HIM-IV:\8, ELHN-Ic-IV8, =) 7*4) HIf-Ik-1d+27) 2HIT-Ih-IV*+<,)
+2911-1 - CE+*E)4-1#QQU-1D?7?)*71 12198)*+4(1 &27+*&A+*)91 2+**(1+'8971121 11'(*)! 6&+,8*(!
+29171,,8'&,+419)=),1<5)2* 82! +*+*82>19+84(!'1n7! 82! 7&55)4-! KNIB-8B(H! WSD
W/QW-

M&44HIC-M-H!+291a-a-Im&44-1"/WQ-ICE)12+*&4)1+29141 )11 ?FE)124**(1+'8971) 77) 2*8+, 18212&*48
k-1 m81,-! TE)5-! $Up)XE¥'-T+8H! c-! r-H! f-! C-! )7*12H! %-! B-1 %&29H! m-! m4198)H! b-! k-!
a's)22+H! +29! |- T-1 [+>2)4-1 "//R-1 B771'8+*812! J)*n))2! 2)&*AL<ES,! 282*8127! +29!
<)48<+4*&48)2*1987149)47182!"Ln7-1B5-1k-10)*-1h) 7 4 FRAWAWR

T+,9)4H! f-1 T-! #QQUANZ <1,(&27+*&4+¥)9! 2+*+(1 +'897H! 82?,+55+*812H! +29! 827, +55+*14(!
987)+7)7-1B5-1K-1T,82-1[&*4-I$W.UIV&< < OFXDKY

T+,9)4HI-IT-1#Q"#-1CE)141,)11?215+482) 1 EWABWO! 2+++(1+'89718218272,+55+*14(1<41)77) 7TH!
+*E)417',)417871+291< 4B8I8,8%(-1al,-/[&*4-\119'h)7-1XU. Y Op HDHW-

T+,15)28H! C-1b-H! c-1d-1V8,=+H! T-! V-1 c+q8(+H! +291\-1f-1 h)22;-| T15<+4+*8=)1 )=+ &+*8121 17!
827+*&A+¥)9! +29] T+*&4+¥)9] 2++¥(1 +'897! 78&<<,)5)2*+*812! 12! 58,q! <419&*812H! J,11¢
5)*+J1,8%)71+291)5J4(116&+,8*(11?178#812!d1,7+)82!'LnJ5!4)=87F 110

T)448H!h-1%-HIV-IM-1k& E)5H!h-1T-ITE)J),H!d-!a-1h&*8>,8+21H!h-IC-Im4&21H!s-I[-|C+ =F1H!I-!
-1 CE+¥E)4H! +291 k-1 D-1 V4+2*I72R)*1 171 2+*1 71&4")1 982?)482>1 821 2+**(1 +'89! <4178 )! 12!
5)*+J1,8'l<+4+5)%)47H1?)4*8,8G+*812HW(A96)5, 8* (182! EBE 9&'82>19+84(!'1n7-1k-!
b+84(1V'8-1/#p" XHIXW"L

TE+<82+ HI[-Ha-ID-IT+4712H!c-\-1b&?728),9H!a-IT+<), HIV-IC199)2H k-ID-IV+2*1 7H!a-Il-IM=)4*12
+2911V-1K-196)I m,+2"-1#Q""-| CE)! +771'8+*8121 1?1 7)4&5! 5)*+J1,8%) 7 n8*E!",828'+,1 987)+7)!
9&AB2HE)1*4+278*8121<)4819-1k-1b+84(1V'8-1/BRIGHY

T12*4)4+7H! C-! B-H! %-! a-! V149§)"1-1%8<89! 51J8,8G+*812! +29! 822, +55+*14(! 4)7<127)7!
9&482>1E)1*4+278%8121<)481911719+84(1'1n7-1 T15<+4+*8=)!]55&21,-1a8'41J81,-1]2?) *81&7!
b87)+7)7IWRpHES/-!!

T&4*87THHI d-! D4JH! T-1V28??)2H! h- V58*EH! +29! b-154127?),9-1 f+*E! +2+,(787! 1?1 94(! <)481
28*48*812H!<17*<+4*&5!5)*+J1,8'+2914)<419&*8=)1987149)47H!+29!5+7*8*87182!d1,7*)82!"]
K-1b+84(!V'8-1USp#BFRNJ Q-

b)!S17%)4H!IK-1b-H!+29!C-IM<715)4-1#Q"W-1]27&,82! 43288+ 83(!'1n7-10)*-1 T,82-1[14*E-!
B5-N\119!B285-1f4+"*-#/pl#/] QV##-

"
w000, WH#
¢ Uy,

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|

9)19%117HN-IT-10+2108,)*H!f-I=+21a+&48qH!+29!c-IB-la-1s4&8<!"/$/-lal4<E1,1>(11?!855+*&4)!
J1=82)!11'(*)7-C+5)*)Ih) 7-#Rp!"/\GQR-

b14)+&H!a-H+291B-\)4,+(-108>)7+8121+291&*8 8 G +*HL2BFIRHI4&582+2*7-1B285-1\))9!
V'8-1¢)'21,-IRXp\WEI/U-

b&2282>H1s-Ih-H!S-IT+7E5+2H!b-1%-1h&77),HIk-IC-IcE15<712H!h-1k-1[145+2H+29h-1%-1h 1Jq)4-
#Q"Q-Im)@K89+*8121871)77)2*8+,1214151&7)111'(*)19)=),1<5) 2%+, "1 5<)*)2")1+291)+4, (!
)5J4(119)=),1<5)2*- Im81,-1h)<4-1$Wp'ag- !

D5J4+<+lt! D5<4)7+! m4+78,)84+! 9)! )76&87+! B>41<)'&:48+-! BEF123=),! )5p!
E**<7pjjnnn-)5J4+<+-J4j!.+)771!)5!7)*)5341!19)!#Q"UO-

\BMHI#Q"W-N\1191+291B>48'&, *&4)IM4>+28G+*8121 T14<14+%)IV*+*87+8"+, 1 p+++J+7)-\82+, I#C
b+*+1+201 f4)8582+4(1 #Q"#! h+*+1 2141 X! a+14! T155198*(! B>>4)>+*)7! [1n! B=+8,+J,)!
UM2,82)v-1B=+8,+J,)plE**<pjj?2+17*+*-2+1-14>1 +")77)91#Q"R![1=)5J)40

\+42)(HK-15-H1%-1s-1a+5)91=+HIK-N\-IT1)*G))HIm-Is&q+28'EH!%-!a-1V1498,, 1HIV-Is-IV*1+q) THK
D-1a82*12H1%-1T-1d1,,87#t+BO!M4+97149-#Q"WBR2*B55+*14(17+,8'(,+¥)1¥4)++5)2*]
+ H)ATIFE)IB)*+]1, 81 +0+<*++81 2111 +*++81218219+84(I'++*,)-1B5-IK-IfE(781,-1h)>&,-1]2%)>4-!
T15<-IfE(781,-'WQXph'CQY*

\1&,+98)+7E*#H! B-! B-H! T-1 C-! C&*8)44)GH!K-!C-1 C12>H!f-1C+427n14*E(H! +29! h-1[) JJ-1 #QQY-!
[5<+*112198)*+4(17+*+(1+'897112111'(*)!6&+,8*(1+2919)=),1<5)2*182! +*+*82>19+84(1'1n7-!
m81,-1h)<4-1Y YpY -

\1&,+98)+7E*+H!B-IB-H!S-1D-11122+'1*HI T-1C-| C&*8)44)GH!K-! C-1 C L P¥BRE#BAH! -1 T-!
CH+427n14*E(H! +29! h-1)JJ-1#QQ/-1 M1'(*)! 6&+,8*(1 82! ,+*+*82>1 9+84(! '1n7!?)9! 12! ES>E!
)=), 7112114+ 29 I 2+4+(1+ SOy KA-I"WSp Y &Y' S

\4)8*+7! ke2814H! k-! D-H!\-! f-1h)22:H! a-1 0-! V+2*17H! k-1 h-1 C+294+H! a-! a-1\8,E1H! +29! m-! T-!
0)2*&4),, 8#Q"Q-1f419&*8=)! <)4?2145+2')1 +29!'15<178*812! 1?1 58,q! <41*)82! 24+'+8121 82!
9+84(1'1n717&<<,)5)2*)9INS*E12+*171&41) Z-Im4+ AL 1*)'-IW/p! SRERX#

C+294+H! k-! h-H! %-! T-! 0)49&48'1H! h-! b-! a82>1*8H! T-! V-1 c+q8(+H! h-! C+4982+,H! c-! d-! |
0)294+5828H1h-10-Im-+4, JR+BH 08782*82H! +291\-If-1 ) 22Qr'Y-1IE1,)12,+K7))9H!4+n!
71(J)+27H!+291'+ 885! 7+ ¥71 121 2+*%(1+'8971 78<<,)5)2*+*8121 2141 *4+278*812!'1n7p!\1,,8",)!
9)=),1<5)2*14291)5J4(1168&+,8*(-!]*+,8+21k-1B285-1V'8-HI"UH!2-RER¥-X WS

C+294+HIKk-Ih-H!h-10-Im+4, ) K-+82>1+8H1%-1T-10)49&48' 1H!k-!D-\4)8*+71k4-H1%-1k-1M,8=)84+
T-IV-Ic+@8(+H!k-1h-1s?1&4('k4-H!a-1 T-118,*J+2qH!+ 29N\ 1f- P 1D ??) *71121nEL,)!
2,+K7))9H!4+n!71(J)+27H!+291'+,'8&5! 7+ *711212++*(1+'89711215)+78&4)711?!"), &, +41855&2)!
282'¥81211 2427 8*81219+84(I"LRA+84(1V'8-//pRXERUQU-

C+4982+,H!h-H!C-1b-I T+,15)28H\-lw+2?)4+48H!c-!d-! B-1 0) Z2B4582§8(+H!c-! B-'b),!
0+, ) H+29N-1f-1h) 22:-1#Q"$-1b8?27?)4)2*19&4+*81 2711 2INE1,)14+nI71(J)+27178<<,)5)2*+*812!
98482>1*E)! <4)<+4*&5! <)A8HPI a+*+(1+'89!<4128,)1+291 11'(*)1 +291)5J4(1! 6&+,8*(1 17!
)+4,(Q+H*+*82>1d1,74)82!'Ln7-1K-1b+84(1V'8-I"Q"AUSYX

C+4982+,H! h-H! C-! b-1 T+,15)28H! \-| w+2?)4+48H! c-! d-! B-! 0)24+5828H! T-! V-1 c+g8(+H! d-! C
M)4*+>212HI T-\-l m+*87*+H! B-1a-1a-1f-1b),,+1%68J)4+ Hi-HEP2: | #Q"$-11b827)4)2*!
984+*8127117INEL,)!4+n171(J)+2717&<<,)5)2*+*812198482>I*E)I<4)<+4*&5!<)4819p!a)+784)7
171),,8,+41855&2)12&2'*8121821*4+278+81219+84(1'1n7-1k-1b+84(IV'SIHYR pUU"

"
w000, WAV
¢ Uy,

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|

C+427n14*E(H!f-1 T-HI B-1%1'qH! C-! D-l a+22H!s-1 b-1 V82" #8 I +2BQQ$-! [&*48+812H!
5)*+J1,875!+2912)4*8,8%(18219+84(1'Ln7p!"-1b8)*+4(1)2)4>(171&4")1+291 1=+48+217&2*812-1k-!
b+84(1V'8-1/"pIWSTR/SHIV-

C4+55+*8q17HIV-1]-H!f-10-1V&JJ+8+EH!c-IB-108'*14H!+29!I-1a-1a8,,)4-1"//R-1b8=)47)1)22)*7!
171)77)2*8+, Q01+291QV0!2+*+(1+'8971121'& *&4) 9! L (1) E21,-I"X WX Q-

C4)'1H!%-I\-H!k-Ic-I[)=)7!)*1H!B-11)948'1H! h-1B-1\)44+GG+H!\-1V-1%85+H! h-1V-Im87821+*1H![-
a+4*82)GHla-IC+4'8+H!D-V-1h8J)841H!C-IT-IC15) 7HIK-d-VE82H!a-1B-Im+,, 1&H!I-I-IcE+* E)4H
T-h-1V*+< ) 7THIHRAD-1f-IV+2* 1 BQ"X-ID??2) *71 121+ *)482>1%E) 1 4+%811 17| GB)* 1 12!
2+%5(14+'8971121<)42145+2") 14291827, +55+*14(14)7<127)*11+], 8<1<1,(7+"E+489)'E+,,)2>)!
821,+*+*8121d1,7%)82!'Ln7-Ik-1b+84(!\V'8-/SRUID

C4&55)4H! h-1h-1"//X-1]5<+*1 121'E+2>)7D814>+28' 28&*48)2* 5)*+J1,875! 121 ?))982>! *E)!
*4+278*81219+84(1'1n-1k-1B285-1V/'8-1Y \GENSAQ

C&*8)44)GH!T-IC-HIm-Is-1T+5<J), H!+29!h-1)JJ-1"//Y-1b)=),1<5)2*1 1?21+!,12>1%)45! J1=82)!
S442&,17+! "), '&*&4)! 7(7%)5p! 829&*812! +29! 5+82%)2+2')! 1?1 )7*4+98FB8K2HD
4)7<127)1¥1121,,80*85&,+*82>1E14512)H!+291514<E1,1>8'+ 'E+4+'*)487+8'7-Im81,-!h)<4-!
XUp!UQS$'UE

d+5512H!b-IV-H!]-la-1D=1)2H!c-Ih-IDE85+2HIK-1f-IC1?27H!+291k-1%-! 1+ *)47-1#QQU-1[)&*41<E8,!
282'¥8121+291)2)4>(17*+*&7182!d1,7%)82!"Ln7!InS*E M) WM 8R)087149)47-10)*-1]55&21 ,-!
|55&21<+*E1,-I""Wp##/-!

d+(84,8H!B-Ih-H!h-1h-1C4&55)4H!D-l0- [14HEYEDf-1a-IT4&5<-1B285+, 1+29198)*+4(1?+'%147!
+272)*82>1 2))9! 82*+q)! 984825 *E)! <4)?4)7E! *4+278*812! <)4819! 82! d1,7*)82-! k-1 b+84(! ;
$XpWRBMRRW-

d)87)4H!B-H!B-la' T+4*E(H![-11)9,1'qH!V-1a)8)4H!k-Is+(H! T-lI+,q)4H!a-1B-1T411q)29)2H!a-!
b-1a8*E),, HIV-la14>+2ls-1+*q827HKk-K-19%114H4+291k-1h-1h1'E)-#Q"X-IC4+G82>19+84('1n7!
E+9! 9)4)+7)9! 82%)4?)4U2! *&514! 2)'41787! 2++14! +291 82%)A0)€J8R+29! 82'4)+7)9!
9)<4)77812!17182%)4,) &GB! 9848251 *E)1 2847+ n))q! +27%)4! +,=82>-1K-1b+84(1 V' /$p! WY
JRUY

d)4+*EHLMIV-1c-1968, ,(H! b-1f-1\87'E)4H! D-1k-118,,8+57H! d-1b1J712H! T-! D-I m4(+2*H! +29!]-1 a-!
VE),912-1 #QQ/-! m+*)48+, 8<1<1,(7+"E+489)! 829&)7! +2! )291'482)! 7Tn8*E! ?2415!
<417*+>+29821 \#+ <E+! *11 <417++>+2082! D#! 82! J1=82)! )2915)*48&5-1 D291'4821,-!
"XQp"["HOHQ-!

12>=47%)2H15-1%-H+291s-la1 () 7-#Q"W-[&*48*812HI85582)1782"*81 21+ 291E)+ *EI1219+84(I'+** ).
B285+,1Y!1.V&<<,0p! CHi#-]

k&' E)5HIV-IM-H!h-1%-1B-IT)448H!a-1I8, +7)214H!s-I[-IC+,=F 1H!h-IC-V-Im4&21H!d-la- h&*8> 8+21
D-! k-! bY)*)47H! \-! ¢-1 V8,=)7*4)7H! |- |-| CE+)BH! +29! k-! D-1 f-1 V+2*17-1 #Q"Q-!
V&<<,)5)2*+*8121 n8*E! '+,'8&5! 7+,*71 121 821,)8' +2A*#4P7) 218"l +'897! 85<41=)7!
2)4*8,8*(117],+'*+*82>19+84(1'1n7-1h)<419-1b15) 7*8'1B285-W¥b! XX

5+785+28'q+5H!h-HIc-N\-1h&?728),9H!N-1B-N17*)4HIT-IK-IC+4*,) (S BHOBY- I+ *12H!+20!
-1d-1K1E2712-1 #QQX-! B! '15<+48712! 1?1 *E)! '(*1J4&7E! +29! &*)482)! +=)1 *)E2868&)7! *1!
)=+,&+)1)2915)*48+,1'(*1,1>(182!", 828"+, (12145+,1<1 7*<+4*&519+84(1"1n7-1T-10)*-1k-RUp!
XX

"
WR
o €/, H

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|

96)+2H]-lk-HIh-1k-10+2V+&2H 4+ 291f- Ik-10) C+ 4GB W29 < 41%)82128+48*81 215+2+>)5) 2*1
171%4+278*81219+84(!'1n7-10)*-1T,82-\119!B285- 1 @BVIANVY

%)m,+2'H!V-1#Q"Q-1a128*1482>!5)*+J1,8' E)+,*E! 1?! 9+84(! '+** )1 82! *E)! *4+278*812! <)4819-!
h)<419-1b)=-IXU.V&<<,0pV¥ WV X-

%1'qH! B-1%-H!+29! b-1 D-1 m+&EPDHR-1 a1982(82>158,q! 7+*! '15<178*812! 1?71 9+84(1'1n7! *1!
)2E+2')12+*+(1+'8971J)2)78'8+,1*1IE&5+2!E)+,*E-1%8<89 7TONDLYY

%&'(H!'a-1T-HIk-1b-1V+=81H!%-!m+982>+H!h-1%-19)!%+!V1*+HI+29!l|-ll-IcCE+*'E)4-!"/[#-\+"*147!
*E+*142?)*11=+48+2!9(2+58'7!82!"+1BRE6-1V'8-1Y Qp!WOVKI#U-

%&'(H!a-IT-H!h-1k-1T1,,8)4H!a-1%-1s8*E), H!K-1k-108J2)4HIV-1b-1d+&7)4H!+29!C-1C-1s48=8-1"//W.
|55&21E87*1'E)58'+,1+2912&,)8'1+'891+2+ (7871121 715+*1+41<8214)')<*141<1<&, +*8127!82!
*E)1J1=82)!11=+4(-'m81,-1)<419-IR$SDHAN |

a +8+H! a-! h-H! %-! T-! TE+&9E+4(H! %-1 \8>&)4)7H! +29! h-! k-! |+,,+)-! a)*+J1,875! 1?!
<1,(8&27+*&4+¥)912+++(1+'8971+291*E) 8411 K8'S*(1*11¥E)158'417, 14+11?1*E)1485)2-1B2*128)10+2
%))N)2E1)q!/"p!WQWY"R-

a+4)8H!I-1\-H! b-1 T-1+*E)7H! +29! B-1 B-1\1& P& E*+-1 #Q"Q-1]5<+'1?1,821,)8'1 +'89! 12!
J1=82)111'(*)!5+*&4+*8121+291)514(119)=),1<5)2*-1h)<419-I"W/pUH$-!

a175+22H!c-1h-HI+291V-IV+9-1"//U-ICE) ) K<+2982>1828=)43) &I 7)*7p!CE"HICE#1+29!
514)-1155821,-1c19+(!"Yp"WE'RU-a14,)(!)*!+,-HI#QQU

al()7H!s-la-Hk-1s-1b4%, ) (HIk-1%-1V+ @&LE2712H!b-ID-1a1482H!k-1T-1d1<)H!+291Kk-1k-196114-!
#QQ/-1b8)*+@298)9!2)>+*8=)1)2)4>(1 J+,+2') | E+7158285+,1)2?)*71121822+*)1855& 28*(!
08482>10(#1()2) 22, $! , +#"15! 5+7*8*871'E+,,)2>)! 821 9+84(1'1n7! 9&482>1 589, +4-+812-!
b+84(1V'8-/#PRQRW"U-!

[+=)7H!B-Im-H!K-1D-\4)8*+7H!h-lo-Im+4,)*+H!k-Ih-IC+294+H!C-1b-1T+,15)28H!h-1C+4982+ H! T
c+q8(+H!c-1d-1B-10)294+5828H!h-1b-1a82>1*8H!+291\- - @ZILID?72) *1 1 214-+n! 71 (+!
J)+2! <+4*8' )1 78G)! 12! <419&*8=)! <)42145+2')! +29! 98>)7*8 1! 11} B+B-! B285-!
fE(781,-1B285-1[&*4-I"QQp! !

[,712H! b-1%-H! +29! a-l a-! T1K-1 #QQ$-! %)E282>)4! <482'8<,)7! 17! J81'E)587*4(-! D9-!|-! d-!
\4))5+2H!UF)9-1"WR QK-

[hT-! #QQ"-! [&*48)2*! h)B6&84)5)2*7! 1?1 b+84(I T+**)-l Y*E! 4)=-1)9-1 [+* -1 B'+9-! \/'8-H!
1+7E82>*12HIbT-

MxmZL(,)H! [- k-H! C-! B-I T12*4)4+7H! V- B-1a+**58, )4H! +29! %-1 a-1V1498,,1-1 #Q"#- TE+2>)7!8:
> &'17)1*¥4+27<14%)41)K<4)77812!8215121'(*) 7! 1?1 <)48<+4*&48)2*1 9+84(!'1n7-1k-! b+84(1V/'S-
IXpXYQIXY"/-!

M,98'qH!M-IV-HI T-1h-1V*+< ) 7H!I- - CE++ E)AMHHQOM&-1"//Y -1 BJ15+7+,1822&7812!1 17!
> &'17)+2917977) *112198>)7*812HI<419&*8 1 2H+2911=+48+21+2918*)482)1282*812711?!'Ln7
k-1b+84(1V'8-1$Qp ! TWHSH-

f+4198H!f-11-1"/YY-1 T121&>+%)9! 1*+9)'+98)218' +'897! 12158, q! 2+*-1 k-1 b+84(! V'8- OQp"XXQ
"XXW-11)48271)*1+,-HI#QQ"

"
WX
o €/, 0

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|

f12%)4H!B-!B-H!B-1D-1f+47(H!a-1V++9)H k-1l a8+, 1*H! T-\8'E)&KH! TOURRZH&K29! m-!
C485+49-1 #QQU-! D??)"*1 1?1 +1 7&<<,)5)2* 48'E! 82! ,821,)28'1 +'89! +99)9! *1! *E)! 98)*! 17!
<17*<+4*&519+84(I'ln7!1211=+48+2171,,8' )| >41n*EH!+29! <, + 789! 25 (28+8127-!
h)<419-1[&*4-1b)=),1<-IRUpIGH-!

h+J8))H!B-Ih-H!s-Im4)82E8,9!s-H!I-I\V'1**HId-1a-1C1,9)4HID-Im, 1'qH!]-1k-196)+2-1#Q"#-1D?7)"*11?!
2+¥14+998*81271+1198)*711719+84(!'+*+)112158,q!<419&'*8121+29!'1 5<12) B TpI(ASTI+
+2015)*4@)>4)7781R-1b+84(IV'8-1/ X HIWEHHRY -

h)22;HN\-If-H!k-1D-1\4)8*+71ke2814H1k-1h-IC+294+H!h-10-Im+4,)*+HIB-Im-1[+=)7H!B-!d-1C+5)841
)1%-1T-10)49&48'1-HQQ/-ICAF119)!711+12+!+ 85)2*+L F119)=+'+71)8%)84+7-ID5pV+2*1 7H!a-0-+
h)22;HI\-f-H!V8,=+H!%-\-f-H! B,J&6&) 468041171 9) 7+?7817! 9+ <) 76&87+!)5! 2&*48LF1!)!
<419&LF11+285D98*14+1Xb-1f84+77&2@/A4=-1"p!"" G¥'RA

h1J82712H!h-IV-H!f-IC-1f& 7TE<+q&5+4+HIW-TE)2>H!B-h-1f)*)47H!b-1h-1BJ+(+7)q+4+H!+291b-IT-
[+*E)7-1 #QQ#-1 D?72)"*7! 121 98)*+4(! <1,(&27+*&4+¥)9! 2+ HIBOAS+2! +29! &*)482)!
2828121821, +*+*82>19+84(I'Ln7-1h)<419-I"HBW"Y

h1'E)HIK-Th-H!b-If-1m)44(H!+29!D-1V-151,=)4-1#QQU-1 Gl F)]822! 7*4+821+2912))91)272) *7!
12158,q!<419&*812H1J19(In)8>E*H!+291119('1298*81217'14)1<4178,)7182!>4HEBR>19+84("
k-1b+84(1V'8-1$/HIWENKRW -

h1*EH! k-1 B-14+29! a-1 %-! s+)J)4,)H! "/$#-1 D??)"*1 1?1 > &'1'14*8'1897! 12! *E)! J1=82)! 855&2)!
7(7%)5-1k-1B5-10)*-12)9-IB771'-I"$Qp$/RQ"- !

V'+,8+HIb-HI[-19%+)*)4+Hly-Im)42+J&"8H!s-1b)5) ()4)H!%-1b& E+*)+&H! T- mEGRSH2!
=8*411)?72)*7! 1?1 212)7%)4828)9! 2+*(1 +'897! 121 J1=82)! 2)&*41<E8,7! 1K89+*8=)! J&AT*! 4
=8+J8,8*(-Ik-1b+84(\V'8-I$/ DR

V8,=)7*4)HI\-C-H!C-V-1 T+4=+ E1H![-\4+2'87'LHIK-D-f-IV+2*1 7HI T-h-1V*+< ) 7THIc-T-1k)2g827H! +
|11 CE+*E)4-1#Q™"-1D??)"*71 1?19827)4)2*8+,178<<,)5)2*+*8121 1?1 2+**(1+'897198482>! *E)!
<)48<+4*&51+29114))982>1<)48197112!d1,7%)82!'1n7p!]]- [ &*41<ES,12++*(1+'8971+29128&2"+812}
+2014+'&*)I<E+7)1<41%)827-1k-Ib+84(1V'8-1/R . XOHEEX

V*+< ) 7HIT-1h-Hlk-1a-m&4q)H! +29! -1 - CE+* EJA112?,8)2')1 121 7&<<,)5)2%+,1 2+*7112!
£4)<4198'*8=)1*8778&)71+291<)42145+2")11?1 +*+*82>1'1n7-1k-Ib+84(IVEYSIp$XU

V*+< ) THIT-h-HH291--ICE+*'E) 4-HQQX-ID??) * 711 212+%(1+'89711214)<419&'*81211?19+84(' 1n7-!
f+>)71 ##/@XU! 82! h)')2* B9=+2')7! 82! B2834&*48*812-! f-T-1 C+427n14*E(! +29! k-!
187)5+2H1)97-[1*+82>E+51y28=)478*(1f4)77H!D2>1+29-

V*&45)(H!h-1C-1B-1h)87H!d-1k-196))7)H!+29!c-IC-la'D=1(-1#QQ/-Ih1,)| 1?712+**(1+'8971821)2)4>(!
<41=878121 98482>! 11'(*)! 5+*&4-+*8121 +201)+4,(1)5J4(1! 9)=),1<5)2*-1 h)<41)F4-b15
B285-IRR!.V&<<,-WIRHQ

CE+*E)4H1I-II-HIc-1h-1m8,J(H!+291k-1B-Im+*1, 15)- #QQU-I\V*4+*)>8) 71214185<41=82>17)4*8,8*(18
+E)1519)4219+84(!'1n-1cE)481>)21, 1>(UXFRRIQ

CE+E)AH! I-H! k-! D-1 f-1 V42*17H! T-1 h-1 V*+<,)7-1 #Q""-1 hg)*+4(! 5+28<&, +*81A7)F1! 85<4
)5J4(128'17&4=8=+,182!'+** )-IB9=-Im1=-1h)<419-ID5J4(1!c)'E21,-lY UBUW'¥

0+2152)>7),HIB-lc-la-H!d-10+21b)2!m4+29H1k-Ib8Ig7*4+H!l-la-lo+2V*4++,)2HIh-1k1448* 75+ HIV-!
C+5582>+H! +29! m-! 5)5<-1 #QQY-! D??2)"*1 1?21 > &'15)28' =7-1 ,8<1>)28' 98)*7!1 121)2)4>(!

"
\sov0, wu
¢ Uy,

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(,+’%?_)u 1’||<@g|

J++2YH1J,11915)*+J1,8%) 7TH!+2014)<419&'*8121821<4151<+41&71+2915& *8<+41&719+84(I'1n7
821)+4, (1, +*+*812-1k-1b+84(1V'8-/QpIWRQY-

0)2*&4),,8H!IM-1T-HIK-1D-\4)8*+71k&2814H! T-IV-lc+q8(+H!B-1f-I T-1B4+&I1H!a-I T-Im-IV+2*1 7HIC
T+,15)28H!c-1d-1B-10)294+58+29N\-1f-1h)22u1-1c1*+ 1*4+'*12&*48)2*)198>) 7+8121+29158
2+%%(14+'891<4178,)1 121 9+84(1'1n712)9198)*7!'12*+8282>19827)4)2*1 )=), 7! 12/ nEL,) 4+n! 71(+!
J)+27-1k-1B285-IfE(781,-1B285-1[&*4-//p!""BRIUQ!

N877HII-If-H!+291k-1a-1f821B1943>&)G-1#QQ/-1f41887214)7<127)7!1?19+84(1'1n7!nE)2!
2)917&<<,)5)2%+,12+*I1821 DO ESHFL 4+>)198)*7-1k-1b+84(1V/'8-/#p WI'RIR-

P+611JH! f-! #QQR-1 \+**(1 +'897! +29! *E)! 855&2)! 7(7+)5p! 2415! J+78' 7'8)2")! *1! ' 828'+,!
+<<,8'++812-1f41'-1[&*4-IV1'- UVOEHR-

w+E&*H!a-H!]-1b)d!d-1%)E4)4H!B-1B48),8H!B-1B4+=-H!%-1968=7ES*GHIV-IP+q1J(H+29ylal+,)
#Q"Q-1D?7?)*711?198)*+(12+*71987?)A@REB22-*8112)91 1| EBES82>19+84(!'1n7! 12!
2+%5(1+'891'15<178*812! 1?71 1=+48+2! '15<+4*5)2*7TH!I 21, 8'&,+4! 7*+*&TH! +291 11'(1 6&+,8*(-!|
b+84(1V'8-//WpH@RX-

W)412H! P-! b-! V@, +2! b-H! +29! B-! B4+=-1 #QQ#-! D??)*! 1?1 <1,(&27+*&4+*)9! 2+*+(1 +'89
78<<,)5)2*++8121 121 JB1<E(78'+,! <+4+5)%)47! +29! 'E8, 8251 7)278*8=8*(1 12! )n)7! 11'(*)7-!
al,)-'hD<419-1b)=),1<5-1U"pl#Y" @Y $t

"
w000, WY
¢ Uy,

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|

63+-$45)"&-)+,$/."8.-."T.L.("0,$+,$-.(U"&.(+) " T("1)*P$*.%,*+)"

;.-$*."1,"E--31."M.%.-1)"V.*( a
8SW.-)"X,*-$Y3,"1."#$0T4"

!
1*+-)1345) "

Bl<41*)32+Al&5128*48)2*)16&)1%)5!85<+*11)K<12)2'8+,171J4)1119)7)5<)2E 11 Q)1 =++7!
)8%)84+7-[114€5)2H+1<41%)32+1J4&*+1.fm0I98)*A*8'+12142))128*41>@281!.[01+17!58'4114>+2875
<+4+1732%)7)19)1<41%)32+158'41)8+2+H! 116&)!<1778J8,8*+*+5JAL! +1 984T HAM ST O+
98)*+H! >+4+2*82911 +<14%)19)1 <41*)32+H!)2)4>8+1)! <4)'&4714)71917!'15<12)2%)71 91! )8*)-1 B, AL
98771H!+19)?8'8@2'8+19)![12114€5)21<4)I&98'+111'127&5119)15+*A48+17) +16&)HI<1417&+!=)GH!+7?)
119)7)5<)2E11+285+,-1f141285H!'+9+1&519171+5821:'84BRA2+91719+16&) J4+!9+1<41*)32+121!
824)7*82114+<4)7)2*+1 1&*4+712&2L2) 7! +,A5!9+1732%)7)1<41%)8'+HI5&8*+719),+714),+'812+9+7!g! 7-
+285+,168)HI82984)*+5)2%)H1+2)*+17)&19)7)5<)2E1!)1+1,12>)=89+9)-

M71787%)5+71<41%)8'171<+4+1" '&,119) )K8>@2'8+7!)! 21458 9Q)F471)=1,&34+5! +1!
,12>119+71e *85+719A'+9+7-IB*&+ 5)2%)HH+ A5I0+1<41*)32+1J4&*+19+198)*+HI171519),1712&*48'812
)7*85+5! 11 ¥)141 9)! <41%)32+! 9)>4+9+9+1 211 4e5)2! .fbhOH! <41*) 3R 2FA+0+1 211 4e5)2)!

A[bhOH! <41%)32+1 5)*+J1,8G:=),! .fa)*0OH! )! +*Al 5)7511+<14*)1 9)! +5821:'8917!)77)2'8+87!
08>)48917121182*)7*82119),>+91-1B7)K8>@2'8+7!9)1<41*)32+17F1198=8989+71)2*4)!58'4114>+28
91!4e5)2!.tbh0!)!1+285+,!.fa)*0H!9)!519116&)1+!<+4*8419+1987)4)2L +1)2*4) 1 +<14%) 1) )K8>@2'8+!
171519),17!'+,'&,)5!J+,+2L1719)!fbh!) fa)*-1B,>&271519),171'+,'&,+51*+5JA5I+1)K8>@2'8+!

08:48+1)1 11 J+,+2L119)!1+9+! BB-1b) 77+ 2145+H! +11 21458 +41 &5+ 98)*+! <+4+1 =++71 )8*)84+TH!
28*48'81287*+71*@5!+)7711+1>4+29)! 68+2*89+9)19)1822145+L7)716&)!<19)5! 7)4! &*8,8G+9+7!<
+=+,8+41)I5+28<&, +ASP@2'8+'15!6&)! 11[19+198)*+IAI&*8,8G+91!<+4+12821 7) 71K419&*8=+7-

B1)?8'8@2'8+19)!&711911[1)5!=++71,)8*)84+7!.D[yS![!7)'4)*+91121!,)8%)j[|82>)48910! A!
)K*4)5+5)2%) =+48:=),H! 5)751! 71! &5! 5)751! =+,141 9)! fm! 9+! 98)*+-1 D5! 98)*+7! '15!
+<41K85+9+5)2%)I"UZfmHI4NK)5<, 1H!+ID[y'<19)l=+48+419) QM+ IWXZ!.b8Iq7*4+)* 1+, -HHQ "WO-!
B<)7+4198771H! 11 =+,14! 5SA981! 9)! D[y! Al >)4+,5)2*)1 5+87! <4:K851! 91! ,858*)! 5328511 9)77+!
=+48+LF1-ly5!,)=+2*+5)2*11?)8*11)5!2+G)29+71+5)48"+2+71+<4)7)2*1&!&5!=+,1415A98119)!D[y!
9)I#RZ!.d&E*+2)2)d487*1=HI#QQ/0-1b8Iq7*4+1)*1+ -1 #Q"WO!+<4)7)2*1&!&5!" '&,11%);48'116&)!
'12' &8&16&)1+ID[y!5:K85+!)51=++71,)8%)84+7H!'12789)4+2911¥19+71+71<)49+7182)=8*:=)8719) [H!
7)A8+IRWZ-[+1<4:*8'+HIAI<1773=),11J7)4=+41)5)K<)485)2+171)12+G)29+715&8*1 J2HB) 2*) 7=
9)IWQVXZH!8298'+291168&)!)K87*)|&5!>+2E 11<1%)2'8+,15&8* 11> 4+ TRY ZIRAQ+\DPX Z0-!
B71<482'8<+87!'+&7+719+1J+8K+ID[y! 7TF11 1K) 77119)!<41%)32+12+198)*+H! +1 J+8K+! 6&+,89+9)! ¢
212%)71<41%)8'+718&*8,8G+9+71.'12789)4+291 ) 1419) [[{!)I<)4 ? BMI)IBB,*+19)6&8,3]481!)2*4)!
)2)4>8+1)1<41%)32+] *+2*112114€5)216&+2*11<+4+!114285+ 0-!

B&5)2*+41+! D[yl AI85<14*+2%) *+5JA5! <+4+14)9&G 84! 1185<+*11+5]8)2*+,19+1<419&L F1!
)8%)84+-1r&+2911E:1)K')77119)![12+198)*+11&1<)4?8,19)!BB!82+9)6&+9112+!fa)*HIF DY) L
[18&482:48112+12145+19)184)8+1+&5)2*+-1D77)[)K'4)*+9112+18482+1)7*:17&1)8*11g! 8K8=8+LF1H!6
<19)'12*+582+41)2L;87124):*8'17H!)Ig!=1,+*8,8G+LF1H!"12*48 88291 1<+4+!171>+7)71911)?)8*11)7
B,A5!198771H1)515&88*17!'+717111+&5)2*119+1D[y! 7)!19:! <4T+19+14)51L F119)!82>4)98)2*)7!

y\%B- !

"
W3
¢ Uy,

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$%&($)"1*+,-*./$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
N 19"#$%¢&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
§) FAMEV "H$%&/($)"; 8%, $-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+,
<= (+,%7-)" 1,"<@B!
!
<41%8'17H! 1! 6&)! <19)! 4)9&G84! 11 '&7*1! 9+ 98)*+1)1 8J)4+41 )7<+L1! <+4+! 18&*417! 82>4)98)2
)2)4>A*8'171.6&)!>)4+,5)2*)1<19)5!5), E14+41119)7)5<)2E10-

M!787%)5+19)1<419&LF1!)516&)!+7!=++71,)8%)84+7! TF1I'48+9+7! .<+7*B}THIDD 282+
82%)47)4)1984)*+5)2%)12+1+,85)2*+LF1H!<482'8<+,5)2*)| 2+1212%)19)1 2144+>)51)1 217182>4)98) 2*) 7
17)4*+9171211'I'E11.98)*+1'15<,)*+HIcah!=7198)*+<+4'8+ H!fah0-1D77)7!2+*14)7!=F119)?828411!
23=),10)18272145+LF11987<123=),1)1 +!'+<-+'89+0)! ) 5+28<&, *AFAHIF | '+0+1")2:4811 2+!
J&7'+1<14198)*+715+871)28'8)2*)7-

|
63+-$45)"&-)+,$/."1,"T.L.("0,$+,$-.(" %" &.(+.1,( "

B1+0)6&+LF1!<41%)8'+19)198)*+71)2=1,=)291! <+7++>)271)7J+44+12119)7+?8119+1"127*+2%)]
5&9+2L+!2+1'15<178LF119+12144+>)519)'144)2%)1911'4)7'85)2H&192*+-1 B7!) 7*4+*A>8+719)!
5+2)I11 911 <+7%)I11 7TF1! 11 6&)! 9)?82)! 6&+,! *8<1! Q)! <, +2%+! 11 +285+,1 ¥)4:1 +')771-1 f+7*171 5+,
5+2)1+917H!7)5!+9&J+LF11)!7)5!'12E)'85)2*119+178781,1>8+19+!<,+2*+12144+>)84+117)4))5!+1!
+285+, &5+ 2144+>)5! ) J+8K 1! =+,14! 28*48*8BHIMVAE +=),5)2*)H! '15! ,858*+L2)7! 9)!
'12785119)'144)2%)719+1) 7*4&*&4+19119177),12144+>)841-1k:| 787*)5+7182*)278=1719)!&*8,8G+LF1
<4+7*+>)27H1'15!+ *+71917)719)1 +0&J+LF 11 28*41>)2+9+H! + *+ 71 *+K+719)1 1*+LF 1)) 7+4+*A>8+7
<)A58%)51+1'1 E)8*+19+172144+81B7)&1<12*1128781,;>8'11:*851117)4)")5!+11+285+ 12144+>)5
9!+, *11=+,14128*48*8=11)I'15!4)9&G89+! 858*+LF119)1127&51-

MI5+2)11182+9)68+9119+!< +2*+12144+>)84+1*41<8'+ 1+1&91&+1'48+41&5+12+5+19)15+%)48+4
9)! J+8K+! 6&+,89+9)H! ‘151 J+8K+! '12')2*4+LF1! 9)BRAN)! + *+! Q) 28J4+H! '15! J+8K+!
9)>4+9+]8,89+9)!48582+,-1a&8*+71*+J),+7128*48'812+8719)1+,85)2*1 7! <+4+148582+2*)714)+5)2
+<4)7)2%+51=+,14)71J)5 4&827! <+4+!'+<8271*41<8'+87-1 T15! J+7)12)77) 7! =+,14) THI AI'15&5! 6&)!
'12')2*4+9171'15)4'8+87! =)298917! <+4-YEEM0)! <419&LF119)!,)8%)1)5! <+7*+>)271%)2E+5!
+,*¥171%)14)719)1fm! HBRZ!aVO-[11)2*+2*1H! 11 J+8K 1! =+, 141 28*48*8=112F LI Al &5-+1"+4+*)437*8'+!
82*4327)'+19+1< +2%+12144+>)84+1*41<8'+ -1]2e5)4171)K<)485)2*17!1:19)5127*4+4+516&)! 11'+<85!
*41<8'+,1)515+2)1+911+37) 2%+ "RI+1#QZIfmH! XY +1UXZ! 9)\b[1)! 98>)7+88,89+9)! 91\]!
78&<)48141g19+178,+>)519)158 E11)19)!+,2+2+1 .91<)7!)*1+,-HI#Q"WO-1 T15!)77)7!=+,14)719)! fm! 2+
2144+>)5H!&5!'12")2*4+911'15HBERZ! fm! <19)! 7)1 4) 7&,*+41)51 &51)K') 7711 )1 <41%)32+1 2+
98)*4-

D7%)1)2:4 S1H!<+4+ +=+ 8+41+14)+,12))7789+9)19)! 78<,)5)2*+LF 11 <41%)8'+1)5! 787%)5+7!
82%)278=1719)I<+7*+>)27HID+2) 7!)*1+,-L #Q"WOI¥) 7++4+5IW1'12)2*4+9171'151=+ 14)71'4)7')2%)719)!
fml JHXS!"XH# )1 "$HYZ! aVO! <+4+ =+'+715+2%89+71)5! <+ 7%+>)271 9)! '+<85!) ) 2+2*)-I M! '+<85!
+<4)7)2*1&1"SHXZ! ! XSHYZ19)\D[1)! + 71 =++71 .9+ 4+L+1d1,+29@7!)!'4&G+9+71d1,+29@7'K!
K)47)(0! )7*+=+5! 211 ¥)4L1! 5A981! 9)! +*+LF1H! <419&G8291!)5! 5A98+! #Q! %j9-! y*8,8G+291! 1
'1278&5119)17144+>)51)7*85+911<1415+4'+9141)K*)421!.;K89119)'41510!)19)'12)2*4-491 1<+
O+ *4++4+5)2¥1 HI 171%)14)719)1fm! 9+7198)*+71'15<,)*+712) 7%)1)K<)485)2*11 214+5!"XHWH! "UH$!)
"$HRZ-! M! '122*4+91! 9)! /HXZ! 9)! fm! '12*82E+! +<)2+7! 58,E1l 51391! )! 587*&4+!
582)4+,j=8*+5328'+-| M! *4+J+ E1! 517*41&! 6&)! +! 82, &7F1! 9)! ?2+4),1! 9)! 71I+! 21! '12")2*4+91!
5 87+&4+7! 15! "XH#! )l "$HYZ! fm0! 2F1! +&5)2*1&! '127&51! 9)! 2144+>)5! 2)5! 5) E141&! 1!
9)7)5<)2E119)77)71+285+87-1B71e28'+714)7<17*+711J7)4=+9+71214+5)514) +LF11+115)*+J1,8751!
911[-1 T127145)! 11%)141 9)! fm! 911'12)2*4+91! +&5)2*1&! ./HXS! "XH#! )! "$HYZ! aVOH! +! D[y!
9858288 ##HWS!"/H#) "$H#ZO0H! 1128*41>@281!&4)8'1121!,)8%)! +&5)2*1&! .[y%S! SHWS! "QHRS
5>j9%0!)! +1)K'4)LF119)![| 2+!&482+!+&5)2*1&-1D77)714)7&,*+9171)=89)2'8+4+5! 6&)! +1 <41*)32+!
82>)480+! 9+ 2144+>)51)4+! 7828'8)2%)| <+4+! +¥)20)4! +71 )K8>@2'8+7! 9+7! =£}TOP+6&),)! 23
<419&LF1-

"
W/
o €/, H

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|

f+4+! =+'+710)1 5+814! <419&LF1H! +! 78*&+LF1! 2F 11 Al +1 5)75+-I TE+>+7! #Q"™0! 4)<)*8&! ]
)K<)485)2*119)1b+2)71)*1+ -1 #Q"WO!'151=+'+71)51823'8119)! +*+L F11)I<419&L F1!5A98+!9)I#R!
06j9-1 MI'+<851),)2+2%)1 2)7%)1 *4+J+ E11*82E+1 "XHXZ! fm! )l XUHY Z! \bf&EL7! '12')2*4+917!
+<4)7)2*+4+51%)14)719)1fm19) Y H/SI"XHR ) I#QHXZ-1y*8,8G+291111'127&5119)12144+>)51)7*85+91
<1415+4'+9141)K*)4211.;K89119)I'415101)19)'1 2) 2% 4+91I<+4+1'+Q+*4+*+5)2* 1 HI1 71%) 14) 719) Hfm!
9+7198)*+71'15<,)*+712)7*))K<)485)2* 11 214+ 5! "#-NHI"RH/Z-IM1'12")2*4+911'1 515+814!
23=),19)1<41%)32+1+&5)2*1&1+1<419&LF119)!)8*)H!,)8%)'1448>891 1< +4+1>14984+H!>14984+1)I<41"
BID[y!?18!4)9&G89+19)WUZI211¥4+*+5)2+119)15)2141*)1410) fm!<+4+#XZ12119)15+8141%)14-1B1!
+=+,8+4517! +71 W1 98)*+71 211 [nTD!BO+<; 7! 11 )K<)485)2*1H! '15! 171 9+91719)! 9)7)5<)2E1!
1J7)4=+917! <+4+1'+Q+1*4+*+5) 2+ 1 HI <19)5171 21*+41 6&)1 +<)2+71+98)*+! Q)1 "UH/Z!fm! +¥)298+1+7
)K8>@2'8+719)!fbh!)!fa)*-IBI98)*+19)I"#H"ZIfmI+<4)7)2*1&!J+,+2L 17158 8*112)>+*8=1719) fbh!
.RW/1>j90)Ifa)*| VWX 1:§Q]7711)=80)2'8+16&)!+!+ *+ID[y!1J7)4=+9+121 1*4-+*+5)2*119)15)21 4!
fm!1?1811J*89+1g7!'&7*+719)!5118,8G+LF119)14)7)4=+71"14<14+87H!I:16&)!+7!)K8>@2'8+7!9)!fa)*Is
+285+,12F11)7++=+5!7)2911+%)2989+7-IM&*4+1)=89@2'8+!9) 7*)! 2+*112181 11 [y%! 9) UHY! 5>j9%! 2
*4+*+52*119)1J+8K+!fmH!18298'+*8=110)19)78'8@2'8+1<41*)8'+-

Bl+2:,87)!'121&2*+19)7%)7191871)K<)485)2*1712171)2782+198=)47+7!'187+7-1B)K8>@2'8+19)
<41*%)32+198)*A*8'+19)<)29)191123=),19)I<419&LF11)) 7%:>8119)] +*+LF 119+ 71=+'+7-1f+4++71=++7]
)515)8119)!,+"*+L F11<4198G8291#QI%jOH!-+198)*+'151"XHXZ!fm!? 1 8 K RSH) K +'+71)5!

823'8119)! +*+LF11<419&G82911#R1%jOH!11¥)1412)")77:4811?18!<4:K85119)!"Y Z!fm-!B,A5198771H!
21458,+LF11911'12)2*4+9119)=)!,)=+41)51'1 2*+1+1'15<1 78LF11911'+<85-1[11)K<)485)2*119)!
b+2)7H!'151&5+12144+>)519)"$HXZ19)fmH1?7181<1773=8,}PAUEH!'12") 2*4+911+<)2+7!'15!
82>4)98)2%)1)2)4>A*8'1!.58,E11513910-1k:! 211 *4+J+ E11 9)I TE+>+7H! 11%)1419) fm! 91! +<85!)4+!
5)2141 "XHXZ0! )! 1! '12)2*4+911 '15! +<)2+7! 58,E1! 4)7&,*1&! )5! &5+! 98)*+! Q)1 "#Z! fmH!
1J=8+5)2%)! 9)78'8)2%)! <+4+! 6&+,6&)4! 23=),! 9)! <41FLFI4+I+ E1H! 218! 2))77:481! 1!
'12)2*4+9110)1#QZ!Ifm! <+4+17) E+41+198)*+'151"Y ZIfm!6&)1++)29) 77)1+12)") 7789+0)19) 77+7!
=+'+710)15+8141 <419&LF1-1 M&*411 <12*1185<14*+2%)1)515)2'812+41 Al 6&)!'12?2145)1 1123=),19)!
<419&LF1! +&5)2*+H! +! 6&+2*89+9)! 9)! '12")2*43)18AT *+5JA5! +&5)2*+H1 )1 +! 4) +LF1!
2144+>)5p'12')2*4+91! O+ 98)*+! 5&9+-1 |771! +2)*+1 984)*+5)2%)! +I 2))7789+9)! 9)! fm! 91!
'112)2%4+91-1[1I'+711911)K<)485)2*119)p+2) 7THI 11 <+7+119)I"$HXZ!9)fm! 218! UY Z!9+198)*+-Ik:!
211%4+J+ E119)I TE+>+7H! 11'+<85!'15! "XHXZ! fm18&<<) 2+ 7! XRZ! 9+198)*+H! 2+G) 291! +829+!
5+8712))77:48+1+182' &7F119)182>4)98)2%)71<41%)8'171211'1 2')D*4+91-

B,A5! 9+! 6&+2*89+9)H! +! '15<178LF1! 9+! <41%)32+! &*8,8G+9+! 211 '12')2*4+91! *+5JA5!
82%)42)4)! 2+! D[y-1 \+G)29+7! '15! <419&LF1! 82%)278=+! 9)! )8%)! )5! <+7&#8)3@+5! 917)7!
),)=+0+710)140871128%41>)2+911<+4+1>+4+2*84)51<419&LF119)1 2144+>)51'"+<+G19) 7&<14*+41+
*4+K+719)!, 1¥LF1-1D77++9&J+LF1128*41>)2+9+12+G!'15168)H!'15!74)6& @2'8+H! 1OF<85!+*82|+
HWZI9)Ifm-10)WQI+IXQZ19)77+1<41%)32+1A19)14: <89+ 111 28)i»4*) A1) I5AQ8+19)>4+9+L F1!
4&582+,-1]771178>2878'+16&)1211%)5<116&)!)77)15+*)48+,128"+12114e5)2HI9)IUQI+1Y QZ!9+!<41*)32
Al9)>4+9+9+! fbh0-1D77)!2e5)411<19)!7)4!+829+!5+81417)1+12144+>)5!7124)4! +,>&5+14) T*48LF
6&)!,858%)!1I'4)7'85)2*1)11/[191+ 08T+ '&5&,+4I'151[12F 1G41%)8'1-IMI<482'8<+,182>4)98) 2*)!
<41%)8'11+98'812+911+11'12")2*4+911A1?+4),119)1 711+H!6&) 1 *+5JA5!*)51 + *+1<41<14LF119)!foh!
)515A98+! UXZ0-1b) 77+ 2145+H! <+4+1'127)>&84!+¥)29)4! g1 )K8>@2'8+!9)! fa)*1 9)77+7! =+'+7H! A
5&8*11'1585!:)41'1511" 127)6&@2'8+1)K')77119)![12114€5)21)H!'15!8771H! +&5)2*119)! [y%H!
)K'4)LF119)![12+18482+1)14)9&LF1!9+!D[y-

Bl <+4*841 9)77)! )2:481H! 7&4>)! +1 E8<;¥)7)! 9)! 7&<,)5)2*+4!1)77)7! +285+87! '15! 212%)7!
<41%)8'+715+87148'+7))5!f[bh-1D7*+ 2F 11 Al &5+ <4:*8'+1'1 5851 < 146&) T2 7! TF115+87!
H4+71)1>)4+,5)2%)1123=),19)1<419&LF1I5A98+1)5!787%)5+719)1<+7%)|112F 1118 7+878'+!+182" & 7F1-!
[11)2*+2%1H!)5! 78*&+L2)71)7<)'3?8'+7! <+4+] >4&<1719) =+'+719)1 + *+] <419&LF1H! <19)! 7)4! &5+
+,%)42+*8=+1 82%)4)77+2%)-1 c4+J+,EL1 9)l a+,+"1! #Q URIHT7&IT*8*&BLF1! 9)! ?7+4),119)! 711+!

n
w000, R
¢ Uy,

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"#$9%8& ($) 1*+,-*./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UHE

" 19"#$%¢&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "

§) FAMEV #9968/ (8)"$% $-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "

<= (+,%7-)" 1,"<@B!

|
'12=)2'812+,1<1412+4),119)1711+19)1+ *11) 7'+<) 148582+ I<+4+1=++71\"..d1,+29@7!K!C840!211%)4L 1!
828'8+,10)! +*+LF1!<4198G8291IWX!%j0-1B7198)*+71?14+5! 21458 +9+7!<+4+1115)7511*)1419)! i
YZ0!)15)7511+<14*)1 Q) fa)*H! +<)2+ 71 =+48+291! +1 <41<14L F119)! flbh! 2+! fa)*l X XH! U#!)!
UXZO0-IB7!=+'+71"127&58291198)*+!'1515+814123=),19)f[bh!<419&G84+5!"H#1%j9!+!5+8719116&)!
+71=+'+712115)214123=) 19)! f[bh-! B,A5! 98771H! E1&=)! &5+ ¥)29@2'8+!9)! 4)9&LF1! 91! [y%H!
)=89)2'8+29115),E14!D[y"'15!7&J78*&8LF119)lbh!<14!f[bh-B<)7+41911>+2E11987'4)*1H1)7%)!
)K<)485)2*11+J4)1 <14*+71<+4+1<)27+45171)5!'15<178LF 119+ <41%)32+12142)'89+! <+4+]=+'+719)!
+ %+ <4198LF1! 5)7511 )5! 787%)5+7! Q) <+7*)I1-| T15! )4*)G+! &5+! +=+ 8+LF1! )'12N58'+! Al
2))77:48+1211515)2*119)1*159+19)19)'87F11)517)1&*8,8G+41 &5+1712%)1<41*)8'+15+87148'+1)5!
flbh- 1

b)77+1 2145+H! +<)7+419)1 ) K87*84! &5! =+7*11'+5<119)!'12E)'85)2*1! +1 7)41 )K<,14+911 2+!
28*+48LF11<41%)8'+19)I=+'+71,)85)84+71)5I<+7H1HN77+)=1,&LF11)7J+44+12+1'127*+2%)15&9+ 2 +12
'15<178LF1I9P144+>)50)12+1<41<14LF11?144+>)5p'12)2*4+9119+198)*+-1B2:,87)7124)6&)2*) 719+
"15<178LFL! J415+*1,:>8"+! 911 )7*4+*11 <+7%):=),! 9)=)5! 7)4! 4)+,8G+9+7! <+4+! 4)9&G84! )77)!
1J7+'8,1-| DT*4+*A>8+719) 5+2)[1! J)5! <+94128G+9+7! *+5JA5! +18&9+5! +1 4)9&G84! +7198?)4)2L +
)2*4)! +12144+>)519)! &51 98+{<868&)*) <+4+11118&*41-I M&*411 <1¥)2'8+,! +=+2L. 1! 6&)! <19)! +|&9+4! 1
'12%142+41)7*+! 858*+LF1! Al + &*8,8G+LF1! 9)1%)21,1>8+7! 2+ <419&LF1! <)'&:48+-1y5! )K)5<, 1.
82%)4)77+2%)1 987711 Al +1 &*8,8G+LF1!9)! +2:,87)!9)! [[n! 9)! +517*4+719)! ?) G)ReBH7!
*4+J+ E1711:1)=89)2'8+4+5!+1)?8"'8+1911\-[[n!)5!<4)98G)4! +!'15<178LF119+!98)*+19)! +285+87!
)5l<+7)I1)K',&78=11.b8K121)IT1+*) 7THHQQ/O-IT+7 1) 7*+) 28" '8+17)I'1 22845) *+5JASI<+4+198)*+7!
6&)!+,A51911 <+7*11%)2E+51'12)2*4+9171 7&<,)5)2*+4) 7H! BIB228H*+7!<10)5! &*8,8G+4!)7*+!
2)44+5)2%+! <+4+ 5128%14+5)2*11 9+7! 98)*+71)! 5+28<&,+LF1! 9+! 2145& +LF1! 91! '12)2*4+91!
'122145)1+12)')7789+9)-

!
63+-$45)"&-)+,$/."1,"T./.("0,$+,$-.("0$%,*+.1.(")%"Z,0 "

B1+9)6&+LF11<41%)8"+1)5!98)*+719)I=+'+71'"12782+9+7HI1 P)2Y B 145+19) IcahH!*)5!
78<14%)1)51&5!265)41!588*115+81419)1<)76&887+7!91!6&)! <+4+!98)*+719)1 +285+871)5! <+7*)|1-!
T15112)7%)1787%)5+)K87*)I&5!"12*41,)15+81419116&)!A11?)4)'8911<+4+!11+285+ HI119) 7+2811<+77+
+17)418*8,8G+41+71822145+L2)71987<123-=08B84 1 14) 419)1fm!9+198)*+1)1+&5)2*+41+I D[y!
7)5!'15<415)%)41119)7)5<)2E11)17+€9)1917!+285+87-1y51)7*&91!",:778'116&)!1J&7'1&!+=+ 8+4!
+14)7<17*+19)1=+'+71)5)4L 115A98119)! +*+LF11+17123=)8719) fm!2+198)*+ "WHXS!"XHQS!"UHXS!
)I"HXZ011J7)4=1&16&)!+1B85+14)7<17++1)51<419&LF119)! )8%)| WSHW!%6jO0! +'12%)') &1 2+198)*+!
9)I"UHXZ!fm!.M,517!T1,5)2)41!)!m419)48'qH! #QQUO-1 T1511)4+1)7<)4+91H! +1 D[y! 9)'4) 7")&/!
WUHXI+#XHRZON)K'4)LF119)![12+1&482+1+&5)2*1&1,82)+45)2*)1'1 5! 11+&5)2*11911%) 1419) fm!
2+198)*4-

B<;71)79!)K<)485)2*1HI5&8*1711&*4171714+5!4)+ 8G+917!'151111J1)*8=119)1)2*+414)9&G84
+829+! 5+871 11 *)141 9)! fm! 9+! 98)*+H! <482'8<+,5)2%)! <+4-+1 9)7+?8+41 +7! <4)98L2)7! 917! 519),1
28+48'812+87-IM714)7&,*+91719)77)7*4+J+ E17*@5!7891182'12787%)2%)7- b+ BT+HQ!'X014)9&G8
9+198)*+19)I"UH"I<+4+I"RHU!)I"WH#Z!7)51+2)*+41'1278511)I<419&L F119)!,)8%)19)1=++71<419&G829
WX19j9-1a)7511'15!=+'+719)15+8141<419&LF1!.RRI%jOOH! C8+,,12>11)*1+ -l #Q"X012F111J7)4=1&
6&)9+19)1'127&5111&19)7)5<)2E116&+29114)9&G8&! 11%)1419)/fm! HIPSYHY ! <+4+"RHSZ-!

D771 7TFLI+<)2+71+,>&27)K)5<, 17! <+4+19)5127*4+416&)! 11*)1419)1 fm! 9+198)*+! 2F 11 Al &5! J15!
8298'+914I<+4+1+=+ 8+45171+14+9)6&+LF 11<41%)8'+19) 7++198)*+-1b)12+*1HId487*1 =) d&E*+2) 2] #Q
9)5127*4+4+516&)!11%)1419)1fm! Al &5! <4)98*14! 2A86&:TJ!'12785119)15+*A48+17) 14
QHQ#0')19)1<419&L F1!9)! YBHMKBIQRO-7711+'12*)")1<146&)!+15)989+19) fmI2F1I'+4+*)48G+!1!
*8<119)![1.[12F1!1<41%)8'1H!fbhH!f[bhH!987)4)2%)7!=),1'89+9)719)!9)>4+9+LF1H!<)4?87!9)! BB!
)*0-!

|
\E0 DO, R
o €/, H

<«

m‘ 16C/0,)"1)"8,$+,"
L) DE:FOGHDH "



GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(’+’%?_)u 1’||<@g|

b)77+12145+HI&5++ *) 424748+ 1+=+ 8+41+1+0)6&+L F11<41%)8'+1+1<+4*8419171J+ +2L.1719)!
foh!)! fa)* )7*85+9171 <), 1! [NT! 6&+291! +1'15<178LF1! 9+! 98)*+1)! 171 9+91719)! '127&51H!
<4198LF11)I'15<178LF11911,)8*)!5)98917!12171)K<)485)2*17!7F11827)489171211[hT!.#QQ"0-1D77)7!
=+,14)71<+4+1171)KBGYR*1719)1b+2) 71 #Q"XOH!%)) )*I+ -1 #Q"H#ONICS+, 12> 11)*1+ -1 #Q"X0!) 7*F1!
9)5127*4+91712+1%+]),+1"-1f10)517121*+416&)1171J+,+2L17*+5JABI2F 1)K <,8'+51+14) 7<17*+1)5]
<419&LF119)!,)8%)1+17123=)8714)9&G8917!9)!<41*)32+198)*A*8'+-IB714+GZ)7!9) TB+TI82'12787*C
7F1198=)47+7H!)1=+5171987'&*841+,>&5+719) +7-

!
Z.2,0."AJm+,+2L1719)!foh!)!fa)*19)1*4@7!)K<)485)2*1716&)!*)7*+4+5!23=)8719)! <41*)32-+1 2+!

98)*+19)I=+'+71)51 +*+LF1-I[+7198)*+719)1J+8K+fmH!+1!,+911911J+ +2L 11)5!>j9H! 1! =+,141)5!Z!
7)14)?)4)1+168+2+ 111 12| 114)<4)7)2*+19+!)K8>@2'8+198:48+19+6&),)128*48) 2%)-

! "WH#Z!'fm!./HRZ!fbhO "UH"Z!Ifm!.""H#Z!fbhO !
b+2)7H!#Q'X m+,-lfoh B>j9! | m+fa)* H9!' | m+,-lfbh BHj9l | m+;fa)* Hj9!
[(,%",P,$+)\ OW"B456! QVX¥7856! #/X1 O'#!

! "WHUZ!fm!./H"Z!fbha "XHYZ!fm!./H$AbhO !
%))*!1+,-L#Q"#0 | m+,-lfbh H>j9! | m+fa)* HEI! | m+,-lfbh BHjOI | m+;ifa)* HEjO!
[P,$+)"* . +$T)\ O/#! 3956! QV"Y37 : 56! ov! /!

! "RH$Z!fm!.$HUZ!fbhO "UHYZ!fm!./H#Z!fbh0
C8+,,12>1N)*1+,-1 | m+,-fbh B9 | m+;lfa)* HH9!' | m+,-lfbh B9 | m+;!ifa)* HE9!

AQ"X0 QVRER: 56! ORX38856! @OQR #QU
[(,%",P,$+)\

M! <485)841! <12*11 Al 6&)H!'1511 28*48'81287*+7H! J+7)+517! +1 21458 +LF1!)l +=+ 8+LF1!
98)*+712+71)7*85+*8=+716&)1 171 519),17! 2&*48'812+871 217! 17)4))5! 9)! 1?)4*+1) )K8>@2'8+! 91
28+48)2*%)7-1[1))2*+2*1H!)77)71519), 17*@5!,858*+L.2) 716&)!<19)514) 7 &, *+41) 51 7 HREBHB=T |
)12+G)41'1516&)1114)7&,*+9111J7)4=+911211+285+,12F117)1+1115)7511911<4)98*1-y51)K)5<, 1!
98771IAI+1)?8'8@2'8+19)1&*8,8G+LF119+!fa)*I<+4+1732%)7)19)1<41%*)32+1911)8%)-IBI6&+7)!*1*+ 89
9171519),171987<123=)87!+77&5)))77+)?8'8@2'8+!"15 TBKHQEII0+77&5)1&5!=+,1419)!
UYZH!116&)!78>2878'+16&)!<+4+'+9+16&8,119)!fa)*1+'85+9+I5+24) 2L +HI+1> i20&, +15+5:48+]=+8!
782%)*8G+4IUYQ!>19)1<41%)32+1911,)8%)-1]7711+'12%)')48+19)1 2145+1 82)+41 +*Al 6&)! +1)K8>@2'8H
fa)*17)1+1+*)2089+H!+1<+4*8410)| 6&HPBAB@ 2'8+1<+77+!+17)41G)41! *19+1<41*)32+1)5)K’) 771!
<HTT+HHIT)A*4+272145+9+1)5184)8+1))K'4)*+0+12418482+0-

D77+ AI&5+19+71>4+29)7172+ E+719171519),1712&*48'812+87-1DK87*)5182e5)4+71)=89@2's
'8)2*378'+716&)!517*4+516&)1+1)78'8@2'8+Al=+48:=), )29)k)PMd 2)4*+19)fa)*!. %+<8)44)!)*!
+,-H! #QQYO0! )! 9)! )2)4>8+! <41=)28)2%)1 Q)1 +4J1894+*17! .b+2)7H! #Q"X0-! r&+2*1! 5)2141 +!
987<128J8,89+9)! 9)! BB! <+4+! +! > i29& +! 5+5:48+H! 5+87!)?8'8)2*)! Al 7&+! &*8,8G+LF1H! 1! {
984)*+5)2%)! +2)*+1 +1 D[y! 911 +285+,- D77+! 858*+(FNEHE)! 17!519),17! 78J)7*85)5! +!
<4)98LF1! 9)! <419&LF1!19)!,)8%)1)! <41%)32+1 211 )8%)! )5! 98)*+71 9)! J+8K+! 1?)4*+1 9)! <41%)32+1)!
78<)4)7*85)5!)5198)*+719) 1+ *+117)4*+19)I1<41*)32+HI'1 51151 7*4+51+7128>&4+71"1) l#-!
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SUFU I"H$Y& () 1H+,-* $)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8 $+, " UF71 G
19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
FAMEV L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:u. |l<>ll1’||(,+,%?_)|l 1’||<@B|

0 Measured
O Predicted-NRC
O Predicted-CNCPS

800 -

o
~
(@)

400 -

Lo-MP I Med-MP I Hi-MP I I
D$I3-." AJf4198LF119)! <41%)32+1211 )8*)! <4)JAT!)I T[TFVO!)! 1J7)4=+9+1)5! 98)*+719)!
J+8K+HISAQ8+!) 1+ *+112)4*+19)lfa)*!.%+<8)44)!)*1+, -HI#QQYH!'1519+917!9)lh+>>811)*+ -HI#QQR

2-)1345)"1,"0,$+,"[8G 1\

RQ

WX-

S S s s B

WQ

#X -

#Q . FHH . HEH HEH . FHHH
"U-XTf "XOBB "XTf "W-XOBB"W-XTf

01J7)4=)9 @[hT!<4)98™%)9

D$I13-." <If419&LF119)!,)8%)!<4)98*+1 [NT!)I T[TVO!)! 137)4=+0+1)5198)*+712145&, +9+7! <+4+!
"WHXHI"XHQN!"UHXZ!fm! "15<178LF11+2+,87+9+19)"WH#HI"RHU!)I"UH"Z!fm0!'151)!7)5!+182?&
9819)2+,!9)!BB!,858*+2*)71.b+2) THI#Q"X0-

Bl 78>&4+! W! 517+4+! &5!'15<8,+91! 9)! 9+917! JBIK<)485)2*17! 91! >4&<1! 9)!
<)76&87+19111417-1B,)K! d487*1=H19+!1)221 V*+*)1y28=)478*(H! 217! DyB!.%))! )* +,-HI #Q"#0-1 y5+!
4)>4)77F117181?)8*+!'1519+91719)1=+'+718298=89&+8716&)!4)')J)4+5198)*+719)78'8)2*)71)5fa)*H!
+=+,8+291111)?)8%11911J+,+2L112)>+*8=A)9P1!)44119)! <4)98LF119)! <419&L F1!9)!,)8%)!91!
[T!#QQ"0-IT1511<19)517!=)41211>4:28'1H!+17&J<4)98LF11+&5)2*+! 82)+45)2%)1'1272145)! 1!
J+,+2L119)1fa)*128'+15+8712)>+*8=1-1[) 7%)1J+2'119)19+01 7TH!<+4+1"+0+1"QQ!>10)!9)?8'8 @2'8+121!
J+,+2L119)! fa)*H! 11 [nT! #QQ"0T&J)7*851&! +! <419&LF1!19)! )8*)1)5! #HW! %j9-1 c19+71)77+7!
"127%+*+1.2)712171)7*85&,+51+19)7+28+41171519),17)15128*14+41 +714)7<17*+71g7!5+28<&,+L.2)
98)*A*8'+7! <+4+! '48+4517! =+ 14)7! 9)! 4)?)4@2'8+! 6&)! <)458*+5! +*82>84!1 5+814! D[y! 7)5!
'15<415)%)419)7)5<)2E1-!
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GUFU I"H$06&'($)"1*+,-* [$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG
- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
@J FAMEY L"#E%&($)",$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, "
<:||. n<>"1’u(,+’%?_)u 1’||<@g|

Milk yield under-prediction, kg/d

16 y = 0.0991 + 0.0230x

T T T
-600 -400 -200 0

Metabolizable protein balance, g/d |

D$B-."KJh)>4)77F11911)?)8*119+19)?8'8@2'8+19)!fa)*1211)44119)1<4)98LF119)!<419&LF1!9)! )8*)!
91! [nT! .#QQ"0-1 M7! 9+917! <,1*+917! 21! >4:78'1! 7F1! 9)! =+'+7! 8298=898+87! 9)! )K<)485)2*17!
'1298G8917!1<),11f417-1B,)KIdA87*1=HI9+!f)221\/*+¥)ly28=)478*(1.9%))!)*I+,-HI#Q"#O-

M&*4+14+GF119+7182'12787*@2'8+71)16&)! *+5JA5! +2)*+1+1)28'8@2'8+19)! & 711 9+fa)* <+
732%)7)19)1<41%)32+1911,)8%)IAl+1'1 5<1 78LF 11+5821+'398 +19+1fa)*-1r&+2*115+871<+4)'8911214!1!
<)478,19)IBBIO+!fa)*'151116&)!+1> i20&,+!5+5:48+1<4)'87+!<+4+1782*)*8 GBZHLGI) 8*)H!
5+81417)4:1+1)28'8@2'8+19)!1&71-IM719+9171+<4)7)2*+91712+128>&4+!#1)=89)2'8+5/)77)1'12')8*1-1[1
*4+J+ E119)1b+2)7!)*1+ -1 #Q"XOH!+719&+7198)*+71'1515)2141%)1419)lfm!."WH#)"RHUZ01?14+5!1&
OF117&<,)5)2*+9+71'15!BBI827&298917!211+J15+7 16}ZHH " X@BB! ) "WHB B! 2+178>84+!
#0-1B!71.8LF11827&2989+! 218! 2145& +9+! <+4+12142))41 +7! 6&+2*89+9)71 )K+*+719)!'+9+! BB! €
)7*+=+1)51 J+ +2L11 2)>+*8=11 2)77+7! 98)*+7-! B! 98)*+! '15! "WHXZ! fm! 7)5! 82?&7F1! 9)! BB!
<41<14'8121&!8&5+!<419&LF119)!,)8%)!'1448>891!4»8+1)2)TDO!9)IW"HR!G>j9-1r&+2911)77+!
98)*+121817&<,)5)2*+9+I'151+1822&7F 11917!BB!,858*+2*)7TH!+1<419&L F1!9)106TD!+&5)2* 1&!WH"Ig
]771121819)'144)2%)19)1&51+&5)2*119)1"U"1>j919)1>149&4+!)I$R1>j019)1<41%)32+-[11*4+*+5)2*1!
15! 8272&7F1H! +! <+4*8'8<+LF1! )*@BH#Y+BB! )77)2'8+87! 2+! fa)*! 218! 9)! RUHYZH!
78>2878'+*8=+5)2%)15+81419116&)!)77)\=+,141<+4++198)*+17)51822& 7TF 1HI9)IRRHWZ-ID77)714)78&.
+77851'151198=)471711&*417!1:1<&J,8'+917H!)=89)2'8+5!6&)! +!'15<178LF1!9)! +5821:'8917! 0+!
fa)*l +2)*+! 2+1)728'8@2'8+! 9)18F)77+! <41%)32+1)1 87711 2F 11 Al '12*+)8,8G+91! <141 2)2E&5! 917!
519),1712&*48'812+87H!116&)!'+&7+!82'12787*@2'8+71)2*4)1+71)7*85+*8=+71)1111J7)4=+91-

[+7198)*+71*8<8'+5)2%)117)4)'89+71<+4+1=+'+71 )8*)84+71'12282+9+7H! +15)*81282+! Al 1! BE
)7*85+911'15115+87!,85828) I<+4-+1+1<419&LF119)!,)8%)-1f1418771H!+ >&27!<419&*17!9)!5)*81282+!
<41%)>89+19+10)>4+9+LF1148582+,1)7*F11987<123=)87!2115)4'+91!)! 5&8*+7! <) 76&87+7!:1 214-
9)7)2=1,=89+7!<+4+1'15<41=+41+1)?)*8=89+0)10)7*+1%)'21 1>8+-IB,>&B2T &M |:1214+5!
4)+,8€0+714)&282911)77)719+91719+! 8*)4+*8 4+ .0(+7!)! DA95+2HI#QQ/S! f+**12HI#Q" QS W+2*1.
+,-HI #Q"RS! %)+11 )| +,-HI #Q"YO! ) ¥19+71 517*4+5! 4)7& *+917! <178*8=17! 9+! 7&<,)5)2*+LF1! "
5)*81282+1<41%)>89+-1[11)2*+2*1H!)77)714)7&,*+9171 TF11J+7*+2%)1=+48:)8FB)2* A )<
5&8*+71=)G)7! 11*+5+2E11911>+2E 11 2F 11 Al 7&7?8'8)2*) <+4+1 <+>+41 11 <419&*1-1f1418771H! +19)'8
9)=)! 7)4! ¥15+9+1 711 +1'+71-1 B7! '+&7+71 9+ 82'12787*@2'8+! )2*4)1 )K<)485)2*17! )2=1,=)5! +!
'15<178LF119+198)*+1.212%)19)1<41*)32+H!fohH! <)4?8,!9)! BB! 9PUATYH 9)!'+41894+*1 7H!
9)>4+9+LF114&582+,19)I'+4J1894+*171)1<41%)32+ 7TH)*OH!) 7% >8119+! +*+LF119+7!=+'+71)| 0&4+]
Q11¥4+%+5)2+1 -

B! 9&4+LF1! 91! *4+*+5)2+11 AH! 2+! =)49+Q)H! 1&*41! 2+*14! 6&)! '+&7+! 82'12787*@2'8+7!
4)<17*+71137)4=+9+71217!+285+87!)[HE)BTI519),1716&+2911+11?)4*+19)1<41¥)32+12+198)*+!
Al 5+28<&,+9+-! a&8*17! )K<)485)2*17! 6&)! *)7*+4+5! 23=)87! 9)! fm! 2+ 98)*+1 214+5! ?)8*171)5!
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GUFU I"#$9%8& ($) 1*+,-*./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UHE

g 19"#$%&($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "

§) FAMEV "H$%&/($)"; 8%, $-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+,

<= (+,%7-)" 1,"<@B!

!
9),82)+5)2*119)168+94+91! +*821H!1!6&)178>2878'+16&)!+7!=+'+71*41'+5!9)198)*+1+'+O+1#" 1 & I#$!
98+7-1B16&)9+19)19)7)52FE119)'144)2*)19)19)?8'8@2'8+!<41%)8'+1<19)19)514+41 <+4+1+'12*))4!
7)+1=+'+151)8,8G+41<41%)32+71911'14<11<+4+17&<4841)77+19)?28'8@2'8+!)5<14+48+5)2*)-Ip)! ?-
211)K<)485)2*119)!b+2) 7! #Q"XOH!6&)12F1!11J7)4=1&16&)9+!9)!<419&LF1!9)!,)8%)1'1598)*+719)!
"WHXEMH !4+ 71=+'47128'+=+51)51'+9+ %4 +*+5) 2% 1 14+<) 2+ 7I"RI98+7H!<)431911'&4*11117&78'8) 2*)I<+4-
68)1+19)728'8@2'8+17)I+!5+7'+4+9+1<14151 18 ,8G+LF1114<;4)+-!

M!>48<119)1<)76&87+1911f417-1B,)K! d487*1=14)+,8G1&! 9187!)K<)485)2*17! <+4)'8917H!)E
68)!+71 =+'+714))J8+5! P8-7! +9)6&+9+7! .J+ +2L 119)! fa)*| <4:K851!9)! G)410! 1&!9)?8'8)2*)7!
J+,+2L11 9)! fa)*! 9)! +<41K85+9+5)2*)t ! WRQ! >j90! )5! <41%)32+-1 y5! 9),)7! 218! ?)8*1! )5!
9),82)+5)2*119)168+94+91! +*821HI2116&+,1+71=++ 7128 +4+51#"198+71)5!'"+0+1¥4+*+5)2+11 06))1)*!
+,-HI#Q"XOH!) ZB&M 11&*41171817)8*11)5!9),82)+5)2*11'1 2¥32& 11)1+71=+'+7128"+4+51YQ!98+7121!
*4+%+5)2+11 96)))*1+ -HI#Q"#0-1[11)K<)485)2+119)1#"198+7H!+1<419&LF119)! )8*)!'+8&!"HW1%4j9! ) 1+
9)1<41%)32+1911)8*)!'+8&IRQ!>j012+198)*+19)?8'8)2*)71)51<41*)32+-1k:1211)KE)AE5)Q8% 7H!
+1<419&L F119)1,)8%)1218IWHU!%6j0!5)2141)1+19)1<41%)32+1911,)8*)"#Q!>]0!15)21412+198)*+19) 28'8) 2*
)51<41%)32+H1517*4+29116&)!6&+2+115+814!+1984+LF119+19)?8'8@2'8+H!5+8141718!1185<+*117
119)7)5<)2E1-IMI*4+J+ E119)IC8+,,12>11)*1+ -1 #QUROHIL!+2*)48145)2*)H12142))&198)*+7!
9)I"UHY!1&I"RH$ZIfMI<141"Q17)5+2+71)11J7)4=1&16&)19&4+2%)1) 7%)1<)4319114+71=++712+198)*+19)!
5+8141<41%)32+1>+2E+4+51#Q1q>19)!<)711=8=11)1+719)I5)2141<41*)32+2F 11>+ 2E+4+5!2+9+-1B, A5
98771H! + 51J8,8G+LF1! 9)! <411823F+87H! )7*85+9+! <), +1 '12")2*4+LF1! 91! 5+4'€914! W
5)*8,E87*8982+1211< +75+H!21815+8141<+4+1171+285+8712+198)*+19)1J+8K+!<41%)32+-!

b)77+1?145+H19)=)517*)4!' &89+911+1182%)4<4)*+411714)7&,*+91719171)K<)485)2*17TH!7)5<4
)=+2911)5! '12%+! +1 9&4+LF1! 917! 4)P*4 7-1 y5+! 5)*+ 3-2:,87)! 4)')2%)1 .w+2*12H! #Q"UO!
'15<+41&!1+714)7<17*+719)19)7)5<)2E 11 +!5&9+2L +71211%)1419)1fm!9+7198)*+71)51)K<)485)2*17!
'12*328&171)'4&G+917!.68+2911+71=++715&9+519)1*4+*+5)2*11)HI<14*+2*1 H1<)45+2))51<141&5!
<)4319115)214121 1 4+*+5)2+1 4N+, E111J7)4=1&1&39)8+LF1)2*4)14)7<17*+71)5!<419&LF1!
9)!,)8%)1)1)?8'8@2'8+! +,85)2*+4! +1! +&5)2*11 9)! fm! 98)*A*8'+! )! 9),82)+5)2*11 K<)485)2*+ -!
h)7<17*+7! 5+814)7! 214+5! 1JQ4Z#)5! )7*&917! '12*32&817-! f+427&51H! <419&LF1! 9)!
<41%)32+1)1>14984+ GH1)I Dy[H! 119),82)+5)2* 11 2F 1! +2)*1&! +14) 7HATy@x+2*1H1 ) 77+!
5)*+G-2:,87)171'1&1211+&5)2*119)1fm!2+198)*+1)I 11%)1415A9811917!)K<)485)2*171'12789)4+917!
21819)1"YZHI116&)17&>)4)16&)!+!5+8148+19171*4+%+5)2*1 71 2F 11) 7*+=+19) ?8'8)2*)!)5! <41*)32+-IM
)?)8*10+! 08 4+LF11 91! *4+*+5)2*11 <10)! 7)4! +829+! 5+87! <41282'8+91! 6&+2911 17! +285+87! ) 7*F
)K<)485)2*+2911)7++19)?8'8@12'8+-

f141285H!18*411?2+*1416&)1 =+8!1+2)*+41)77+7182'12787*@2'8+7!<146&)! 2F 11 Al'12789)4+¢
519),1'A111)?)8*119)11&*417128*48)2*)712+1<419& L F)BDHE1!,)8%)-108=)4717!*4+]+ E17*@5!
517*4+91! 6&)! +5891j>,8'17)! )7*85&,+5! 732%)7)! 9)1 <41%)32+! 21! )8*)! .h8&7! )*! +,-H! #Q"QS!
06)5176&)*1 )*! + -HI#GIQ+2) 7TH! #Q"XO0-11&+291! +1> 1208, +! 5+5:48+! Al)7+85&, +9+! +1 <4198 G84!
<41%)32+1911,)8%)H!),+1%)5!5)'+287517I'"&J# 9)14)>&,+41112 &K 11 7+2>&32)11)!+!'+<+'89+9)!0)!
)K*4+LF119)IBBIO1I7+2>&)I<+4+1>+4+2*8411178&<485)2+119)| BBI<+4+1+1732%)7)1<41%)8'+.m)6&)*
)1+, -HIH#QQQOH!+&5)2*+2911+77851+1)28'8@2'8+19)1&7119+!fa)*171J15) 75-+11?)4*+-I[11*4+J+ E119
b+2)7!.#Q"XOH!+18H2R+J15+7+,19)!1>,8'17)1)51&5+198)*+19)28'8)2%)1)51<41*)32+1+&5)2*1 & +!
<419&LF119)!<41%)32+191! )8*%)!)5!"YQ! >9! )+ Dy[! O) WHHY Z! <+4+I WSHSZ-1b) 77+! 2145+H! 9)!
+'14911'15!11+<14%)19)! +589119+198)*+H1+714)7<17*+71)5!<419&LF119)!,)8*)!)1<41%)32+191!,)8*)!
<19)5!=+48+415)7511'15117)4*+717858,+4)719)!fa)*-

0+,)1,)5J4+416&)1+15+8148+19171)K<)485)2*1716&)1+=+ 8+4+5!23=)8719) <41*)32+12+198)*+
*4+J+ E+4+51'151=+'+71+<;7111<8'119)! +*+L F1-1B714)7<17*+71)1+J149+>)2717F11J)5!987)4)2*)7!
6&+291*4+*+51719)l=+'+7)541PT1823'8119)! +*+LF1-ID26&+2*112+15+8141<+4*)19+] +*+|F1!
21771121'11A1)514)9&8 G841+ <41*)32+19+198)*+1)1+&5) 2*+41+1D[yH!211823'8119+! +*+LF 11471 =+'+
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GUFU I"H$%&($)"1*+,-*./$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+, " UFmG

g 19"#$%&($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "

§) FAMEV "H$%&/($)"; 8%, $-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+,

<= (+,%7-)" 1,"<@B!

!
<19)5!7)1J)2)78'8+41.)51<419&L F11)!7+€9)0!9)!5+81411?)4*+19)I<41%)32+198)*A*8"+-1061>1 1+<; 711!
<+4*11 SAIWQ!98+71)5! +*+LF10H! +1>,i20&,+15+5:48+17)1517*41&!)K*4)5+5)2*)14)7<1278=+!+1!
+<14%)19)1fa)*1822&2989+1984)*+5)2%)1211+J15+711.%+47)21)*1+ -HI#Q"RO-1r&+291111%)1419) fm!
9+198)*+12181+85)2*+911984+2%) 1+ %4+ 278LF11.9)I"RI<+4+"UZI211<4AN!"UI<sZBHSZIDH!
+71=+'+714&5)2*+4+51'1278&511)I<419&LF119)!,)8%). T+49171H#Q"Y0-1b+15) 75+12145+H198=)4717!
)7*&917!1=@5!517*4+2911)?)8*171<178*8=1719+178<,)5)2*+LF1!'1515)*81282+!<41*)>89+19&4+2%)
<)4319119)1¥4+278LF11.M714811)*1+ -HI#Q"WSIWE 1&!)H-:8T#QI SHI#Q"Y 0-

BI5+81411?)4*+19)I<41%)32+12+198)*+12) 7%)1<)431911A1J)2A?8'+1<1419187151*8=171<482'8<+
fA85)841H! +7785! '151! <+4+! )2)4>8+H! +71 =+'+71 )7+F11 )5! J+ +2L1! 2)>+*8=1! 9)! <41%)32+}
51J8,8G+2911<41%)32+71'14<14+871 <+4+1+%)29)41+7! | KB H@ABITR771H! 1&*411 J)2)?3'81!
85<14*+2%)1 )7*:1 4),+'812+91! '15! +! 7+€9)-! 0:4817! +5821:'8917! *@5! 2&2Lz)7! 5)*+J;,8'+7!
4),+'812+9+71g!827?,+5+LF1H!)7*4)77)11K89+*8=11)I5)*+]J1,875119)!,8<39)17H!*19171<41)7717!5&
4),)=+2%)71211<)4319119)! *4+278LF1-! M! BB)B+BO+91! <+4+1)77+712&2L2) 7! Al 21=+5)2*)1 +|
5)*81282+H! 6&)! 9)5127*41&! 5),E14+4! 1! 7*+*&7! 858215)*+J;,8'1! 91! +285+,H! 5)9891! <14!
8208'+914)71'15117&2LF112)8&*4173,8'+!)1<41%)32+71E)<:*8'+714),+'812+9+71!82? +5+LF1!.M714
)*1+, -HIFQRE 1&1)*1+ -HI#Q"U+0-
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HQQH#!

|

OB[IVMDVCH!f-K-1[&*48*812+,1)'1,1>(11?1*E)14&5823)35410")P"63+-$+$)H!=-1"#XH!2-IRHI <-OQ#XH!"//R-
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B&+,1) T+4+*A>8+19)14)9&LF119+!+ *&A+1 91 I<HYZRUAPIH"17" 0(="I'=-1a+4+298&] '+<85la+4+29&0H!211823'81191!
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1]

L +,-$.0" " h+)1)("
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T1,51182%)>4+,! QHRRJ  QHR#J WHWY+ "HO e !
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*)5<)4+*&4+1911")2%4119)15+77+19)178,+>)5!2181+=+,8+9+!+!'+9+I$I E14+7ERAQBE)2917!9)!) 7<)*1!.s#0
XQW@E!s+7=8!f4198*17!%+J14+*148+87H!f82E+87H!m4+78,0-!M!<d!9+!78,+>)5!?218!+=+,8+91!+!'+9+!#RIEH!&*8,8
<1*)2'8N5)*41198>8*+,1.%y@BQ H!%+9)5+H!IVF1lk17A191!h81!f4)*1H!m4+78,0-IB!)7*+J8,89+9)!+)4;J8+1218!19)?8289+!
'1511112e5)4119)! E14+7!6&)! +1*)5<)4+*&4+19+178,+>)51 <)45+2)")&! o#! f T +'85+!9+!*)5<)4+*&4+!+5]8) 2*)-IM7!
9+91719)!%)5<119)!1)7%+J8,89+9)!+)4;J8+1?14+5!+2+,87+917!9)!+'1491!'15)§AH)19),82)+5)2*1!)5!J,1'17!
'+7&+,8G+917!1)!1719+917!9)1*)5<)4+*&4+! +'85+! 9+1*)5<)4+*&4+1+5]8)2*)! ) <d! ?14+5! +2+,87+917!'151!5)989+7!
4)<)*89+71211*)5<1H!&*8,8G+291! 1! fhMT!a]~Db! 91! VBV!/-R-IM7!)?)8*17!9)!*4+*+5)2*17!.;,)1!)77)2'8+,0! ?14+5!
+2+,87+91716&+211'15<14*+5)2*11,82)+4H!6&+94:*8'11)!'eJ8'11&*8,8G+291!+1*A'28'+19)14)>4) 77F11k1,82158+,-!
Il
O,(30+.2)(","V$(/3((5)""

B!&*8,8G+LF1191!;,)11)77)2'8+,!19)I'{SBH-1!+&5)2*1&!,82)+45)2*)|.f+QHQ"0!1!*)5<1!19)!) 7*+18,89+9)!19+!
78,+>)51)14)9&G8&!,82)+45)2*%) HQ"0+*)5<)4+*&4+1>)4+,19+!78,+>)5+<; 7+)K<178LF 1!1+)4;J8+!.c+J),+!"0-la) 751!
)?)8*11?218! 137)4=+91! <14 TE+=)7! )* +,-1 #Q"#0! *4+J+,E+291!1'15! 23=)87!1'4)7")2%)7! 9)!;,)171)77)2'8+87! .'+2),+H!
14A>+211)!,+4+21+191")012+1)7*+J8,89+9)!+)4;J8+19+!78,+>)5190WMFAG=+29116&)!1171*4+*+5)2*719)15+814!917)!
9)!)2',&7F1H! 5+2*8=)4+5! +1)7*+18,89+9)! <14! #! 7)5+2+7-1 b+! 5)75+! ?145+H! 1! ;,)1!)77)2'8+,(BBRK85
+&5)2*1&!,82)+45)2*)111<)43191!9)!)7*+J8,89+9)! 9+ B2-69412) 7*)1)7*& 91! )1 +1*)5<)4+*&4+15A98+!9115+814!
28=),19)12',&7F1191!;,)11)77)2'8+,1<)45+2)")&!+J+8K1!19) # I TI+'85+19+!%)5<)4+*&4+1+518) 2*)|<141+*Al"RRIE14+7!
9)!)K<178LF1!+)4;J8+-1 D5J14+!9)! 2145+! >)4+ H! 17! *4+*+5)2*17!'15!5)214)7! 23=)87!19)!;,)11)77)2'8+,! *)2E+5!
+<4)7)2*+9115)214)7'=+,14)7'5A9817! 9)IMU=@)! 6&)! 1!28'1!*4+*+5)2*11)5!6&)! 1! <d! +&5)2*1&! +<; 7! +!
)K<178LF1!+)4;8+H!?181211*4+*+5)2*112F11'12*)291};,)11)77)2'8+,Q85F485) 7*+1?2145+H!1!; )11)77)2'8+,191!
'+<85(B5F1!+&5)2*+!1+1)7*+J8,89+9)!+)4;J8+!9+!78,+>)5! Q) &Pte'+44!

B71917y19)!;,)1)77)2'8+,1*8=)4+5!)?)8*116&+94+*8'1171J4)!111<d!9+7!78,+>)271)K<17*+7!+11+4! c+J),+!"0-I[1!
)2*+2*1H!E1&=)! 82*)4+LF1! .fl{IQHQ"0!)2*4)! 171)?)8*17!9)! *4+*+5)2*11)! *)5<1-IM7!5+814)7! =+,14)7! 9)! <d! ?14+5!
137)4=+917!<+4+1%WH! +*AlR$! E14+7! +<; 7! +HsIFEHHI<+4+! 11*4+*+5) 2* 11 TM[H! +! <+4*8419)! /U E14+7!9)!
)K<178LF1!+11+41\8>&4+!"0-[17!19187!<485)8417!98+7!9)!)K<178LF1!+)4;J8+H!1!)?)8*116&+94:*8'1!?18!'127)6 E@2
+&5)2*11911<d!9+!78,+>)5!137)4=+91!)5!5+814123=),19)!;,) 119)!"+SBBF 1-!f+4+! 1144+5)2*11W15%!<19)!7)4!
)K<,8'+911<141V)>&2911\17g1,17")*!+,-1.#Q"U0!6&)!4),+*+4+516&)!+,*17123=)87!9)!;,)17!)77)2'8+87!.)&>)21,H!*851,!)!
'82+5+,9)3910!828J)5!+7!J+*A48+7191!1:'891!,:*8'11)1+&5)2*+5!11<d!9+!78,+>)5-!

Il

Z.2,0."AID7*+J8,89+9)!+)4;J8+I9FHI)!'+ 2+ @) B Le'+41¥4+*+9+1'15123=)871'4)7)2%)719)!;,)11)77)2'8+,19)!
"+<85GB5F1

CA+*+5)2+17 cH
127 Dfa ! -

| 05" 0, 0, L | i 0, | |
™[ ! )61 ot YW cart OS<L! ooy %! b!

D7*+J8,89+9)! " " . ; | |
$)4;08+HIE] X#HA#E  UQH# $YHC "QU  XHIX QHQ ) O «QHQ QHU QHW#
C)5<)4+*&4+!I

fTI+'85+1911  #HXC  #HWX "HUCG "HQ¥ QH"X/ +QHQ" +QHQ" +QHQ' *QHQ QHR  QHXY
+5J8)2*)1

<d!! RH#F  RHOQU RHQ' RH'W QHQW QHOV QH#' QHO' QHX QHC QH$"
"1c4+*+5)2*17p!QLTM[OH!"1.%"0H!#!.%#0!)IW!. Sty¥@H%o- *A48+12+*&4+,19)!1;,)11) 77) 2'8+,19)!"EET-1!
“D4411<+94F1!9+!5A98+!

$41J+J8,89+9)7p!)?)8*119)!123=),19)!;,)119)I'+@BBF 1!j!*4+*+5)2*1H!D?)8*119)!9) 7=81!,82) +4!.%0H!6&+94:*8'11.r0!)!
'eJ8'11]!6&+94:*8'1!.b0!91!23=),19)I'+<EB5F1-!

I
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SUFU I"H$Y& () 1H+,-* $)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8 $+, " UF71 G
19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)","63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
§) FAMEY L"HSY6&!($)"$%,$-)"1,"63+-$45)","7.1)"1, "8, 8+, "
<:u. u<>"1’u(,+,%?_)u 1’||<@g|

@ CON. emmtm ][] ——]2 <@ L3
4,8 -
Probabilidades (P):
Tratamento: 0,03
Tempo: 0,21
4,6 TratxTempo: 0,01
Linear: 0,15
= Quadratico: 0,01
°- Cubico/desvio: 0,81
: 4.4
o
£
x
3
4,2
4
3.8 T T r : :

24 48 72 96 120 144

Horas apos a exposicao aerébia |

M)*/03(N, ("

IBI+98LF119)!;,)11)77)2'8+,191!'+<85! 85F 114)9&G!11<d!)!+1%)5<)4+*&A4+9+178 +>)5H!+&5)2*+291111%)5<1!
9)!)7*+J8,89+9)19+178,+>)510)I' @O Le+4H!+<; 717&J5)*89+1+)K E178)4: 84-!

I

8%+,-.+3-"/$+.1.""

TdBoDVH! B-o-H! mBBdH! k-H! IB[CH! P-H! aT! B%%)]VcDhH! ¢-B-H! mD[TdBBhH! T-1 D?2?2)"*7! 1?1'822+512! )+?H!
14)>+211+2917n))*1 14+2>)1)77)2*8+,118,711217)45)2*+*8121+291+)4 118" 7++J8,8*(1 12| )BJ(TSHES IH"
D))1" EI-$/30+3-, Hl=-/#H!<-/QXHI#Q"#!
|

bB[JDY%H! k-%-f-H! KBTMOBT]H! \-B-H! ky[CDVH! b-H! VB[cMVH! a-T-H! %]aBH! k-h-H! BKMVH! ]-B-H! %B[bD%%H!
a-C-B-H! dydcB[D[H! f-H! [yVVIMH! %-C-! \8J)4! 98>)7*8J8,8*(! +29! 8*7! 4),+*8127E8<7! n8*E! 'E)58'+,! +29!
514<E1,1>8'+,*4+8*71821EBATE>+4'+2) =+A8)*G)T('D)-.1,"#/$,*/,  HI=-Y#HI<-RKHIHQ1Y-!

|

\MVsM%MVH!B-H!ITBo][JH!V-H\DhhDcH!B-HI TB%VBa]C%]BIV-1D??)*711?1)77)2*8+,118,I'15<1&297!+998*8121 12!
A()>4+77178,+>)1<41%)8219)>4+9+*81B)BF4D'E*$%.0"#/$,*/, HI=-/UH!"QQWHHQ!

|

96DIVHII-d-ICE)I&7)?8&, 1<, +2¢71121n) T*1¥41<8'+, IB2H8M%$/"R)+.*e HI=-RQHI<OYBH!"/$UL!
I
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GUFU IHSY6&!($) I+, I$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)","8,$+, " UFmG
? 19"#$%&($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+," "
§) FAMEY 1HS%68($)":$%,$-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+,
<= "< " (+,%7-)" 1,"<@B'
|
FA+ 5(5)" H* ST, -($+5-$."/)%)"P,--.%,*+."1,"1,(,*T)0T$%, *+)"1."?) T$*)/30+3-."1,"0,$+," %"&-)&-$,1.1,"1,"
EI-$/30+3-."D.%$0$."
III

;-85 "R-$+)"7)%,( A "E0.*"'D$I3,$-,1)"1,"]0$T,$-.i_"Z.$*S"#$0T."R-.*15)"8)& £ "E*$('R,*$+,W"
M.(+-)A "El.+"."R./,0.-"0.2,0) ' _"83.*."8)&,("Z,$",$-. " "R-$(.";S-/$."#,T$L.*,( A .+ 3("E*/'$,+."
0.%8%-, W~
"
"C4+298&+29+!)5!2)98'82+10)*)482:48+HID7'1,+19)!0)*)482:48+19+!y\BES8[P!5+48+2+-148*1->15)7|>5+8,-'15!
*aA98'110)*)482:481H1a)7*4+2911911f41>4+5+ OEF+9&+LF11)51w11*)'28+19+1D7'1,+19)10)*)482:48+19+!ylaC!
Y4A98'+10)*)482:48+H1a)7*4+29+1911f41>H)B: (T4+9&+LF1!)5Iw11*)'28+19+!D7'1,+19)!0)*)482:48+!19+y\aC!
RC4+98&+29+1)5IT8@2'8+7!V1'81+5J8)2*+87HI\+'&,9+9)!19)\8,17178+!)I T8@2'8+7!d&5+24 719+y\aC!
$417-1B91&2*11911b)<+4*+5)2*119)lw11*)'28+19+!D7'1,+19)!0)*)482:48+19+)\aC!
Il
0,(3%)UB!B>48'&,*&4+\+58,8+4121!m4+78,1*)5!7&+1>@2)7)!5+4'+9+1<),+19)78>&+,9+9)H!<482'8<+,5)2*)1)5!4),+LF 1!
+11+)7711 g! <177)! 9+! ¥)44+-1 M7! 4)?,)K17! 9)77+! 9)78>&+,9+9)! QUPRUASHB29+! Al =87*1!1'151! +*4+7+91H!
82)78'8)2*)!)! *)5! J+8K1! +) 771! g! +7787*@2'8+! *A'28'+H! 5)751! <419&G8291! YQZ! 917! +,85)2*17! 984)'812+917! +
'127&51!91!5)4'+91182%)4211)! X$Z!9)!*191!1!,)8%)! 2+'812+,H!)5<4)>+291! YRZ! 9+!5F 1! 9)! 1J4+! 21! '+5<1!)!
'12*48J&829156! &5! *)4L1!1 91! fim! 91! +>412)>;'81-! Bl J1=821'&,*&4+! 9)! ,)8*)! 1'&<+! <178LF1!9)! 9)7*+6&)! 2+!
B>48'&,*&4+!1\+58,8+4!'151! +*8=89+9)! >)4+914+!1 9)1 4)29+-1 [)77)! 7)2*891H! +! )K*)27F1! &28=)478*:48+!'12*48J)&8!
9)51'4+*8G+LF1!)!98=&,>+LF1!9)!'12E)'85)2*17H! 7)291! 85+ P198:,1>1!)2*4)! +]1 +'+9)58+!)! +1 71'8)9+9)-!
MJI)*8=@)!+=+,8+4117!185<+*171911<411)*119))K*)27F11"BLz) 7!<+4+1b)7)2=1,=85)2*1!9+|B>48'&,*&4+\+58,8+4121!
a&28'3<8119)!f15<A&laC_H!+2+,87+2911+L2)7!4),+'812+9+7!g!J1=821'&,*&4+!9)!,)8*))5!&5!, YY1 9 BRZF 1!
#U!9)IM&*&J41-1BI5)*191,1>8+J+O)gh!<4:*8'+71<+4*8'8<+*8=+7H!98+,;,>8'+7!)19)51'4:*8'€T}1¢)8) 7+?81!
+171<+4*8'8<+2*)71911<411)*1!1)5!9)7)2=1,=)41117)2711'43*8'1!)! +!'+<+'89+9)!9)| +9+<*+ F1!+!4)7<)8*11911'12*)e91!
6&)IA!,)'812+9112+!&28%89+9)-IM!'12*)e91!+J149+91!2+7!=878*+7!?18!98=89891!)5!J,1'17p!2&*48LF1H!6&+,89+9)!¢
)81 7+289+9)1+285+,-IMJIJH)5),E148+!>)2A*8'+19114)J+2E1!'15!<419&L F1!9)!+285+87!'15!5+814!=+,1419)!
4)=)29+H! 4)9&LF1! 9+! '12*+>)5! 9)! 'A,&,+7! 715:*8'+7! . TTVOR)*H)5! J+*)48+2+! *1*+ 1 . TmcO! 21! ,)8*)H!
<,+2)[+5)2*1! <+4+!1 +1 85<,+2*+LF1! 9)! <+7*)|11 41*+'812+91!)! J+,+2")+5)2*1! 9+! 98)*+! 917! +285+87-! B,A5! 98771H!
<1778J8,8€MR_+!*41'+19)1)K<)48@2'8+7!)! 7+J)4)7H!'12*48]&8291! <+4+!+1?145+L F1!71'8+,5)2*)1'15<415)*89+!917!
)7*&9+2%)71<+4+1+*&+LF112)7*)14+5119+1<)'%:48+-!
1l

2.0.T-( d/.T,U" +7787*@2'8+*A'28'+HI)K*)27F 11484+ HI4)2145+14+>4:48+-1
I

H*$T,-($+e"FA+,($)=".("."+))0"P)-"1,T,0)8%, “+")P"1.$-€"/.++0,"$*"D.%$0e"D.-%$*I"&-)&.-+e"

E2(+-./+U\+58,(1\+4582>182Im4+G8, | EHBHR)787!5+40)9!1J(182)6&+,8*(H!)7<)'8+,,(18214),+*8121*11+") 771*11 +29!
%)28&4)-1h)?,)"*8127! 121 *E87182)6&+,8*(1 <)4787*HI*E)! 7)'*1418717*8,,17))21 +7182)228'8)2* J)E829! 7'E)9&.,)! +29! E+7!.
+TTIFLIFE28'+ [+ 7787%+2')H1)=)21<419&'82>1 YQZ! 17121191 7918y &5<*812! +291X$Z! 1?1 +,,1915)7*8']
58,qH!)5<,1(82>1 YRZI1?1*E)! +J141714')-178),0!+29!'12%48]&*82>112) *E849! 1?71 *E)1 +>48J&782) 77! Cbf-1]21*E8717)27
&28=)478%(1)K*)27812I'12*48J&*) 7I*11*E)19)51'4+*8G+*8121+2919877)582+*81211?1q21n,)9>) AIgEB2:H& M1 45!1
J)*n))21 +'+9)58+1 +291 71'8)*(- cCE)! 1J1)'*8=)! 121 *EB7! 7*&9(1 87! *11)=+ &+*)| *E)! 85<+"*71 121 *E)1 )K*)27812! <411y
AB'*81271?141*E)Ib)=),1<5)2*11?20\+58, (\+4582>1821*E)1a&28'8<+,8*(11 21 18a@B&H!+2+,(G82>1+*812714) +*)9!
*119+84 (1% ) IS+ HIINIAI7)**,)5) 2*-ICE)I5)*E191, 1>(In+71J4+7) 911 21<+4*8'8<+*14(HI98+,1>8'+, 14+2919)51'4+*8'l
<4+*8")7-ICE)I<411)*I<+4*8'8<+2*7In)4)'E+,,)2>)91*119)=), 1<I'48*8"+, I*ES282>1+291+0+<*+]8,8*(1+JL&HI*E)I'1 2%) 241
*4 &>E*1+*1%E)1&28=)478*(-ICE)!'12*)2*1+994) TE)O+BIIB*71n)4)| 98=89)9!82*11],1'q7p! 28*48*812H!58,q! 6&+,8*(1+29!
+285+ 1E)+,*E-1C)2)*8'185<41=)5)2* 121*E)IE)49H!4)9&*8121121715+*8'1"), I'L&2*1+291¥1 %+ 1+%)48+,1'1 &2*182158,qH!
<,+2282>1 2141 *E)1 85<,)5)2%+*8121 1?1 41*+*812+,1 >4+G82>! +29! 98)*+IHEJH 28541 2-1 12! +998*812H! 8*! n+7!
<1778J,)*1NK'E+2>)1)K<)48)2")71+291q21n,)9>)HI'1 2%48]&*82>*11*E)I 71'8+,,(I'15<41587)9!7145+*81211 21 7*&9) 2*7!
*11+'*1821*E8717)*141171,8=) T*1'g-

I
feg)-1(U 182)6&+,8*(H1)9&'+*812H!,+2914)?145!

I

I*+-)1345)""
BIB>48'&,*&M\+58,8+4121!m4+78,*)5!7&+!>@2)7)!5+4'+9+1<),+19)78>&+,9+9)H!<482'8<+,5)2*))5!4) ,+LF1!+1!

+)7711g!1<177)19+1%)44+-IM714)?,)K1719)77+19)78>&+,9+9)1<)49&4+5! +*Al 17198+ 71 +*&+EFNINZDIRRN 1 2*4+
7)*1416&)!1'&<+1#RZ!911*)448*,48119)5+4'+91H!5) 78} VIP+2911$RZ!19+71<41<48)9+9)7!14&4+87-1B?+7*+9+19+7!
<1,3*8'+7<eJ,8'+719)19)7)2=1,=85)2*1)I'4A98*114&4+,17&J7898+91!19&4+2*)1+1519)428 G+LF 119+ +>48'&,*&4+12+719A"
I"UQH!"/YQN!"/$Q-IT15!+11&7*8?28'+*8=+19+7&+1J+8K+!<419&L F 1)1 +*4+ 711334363 RAH\+58,8+41718!
=87*+I'1511+*4+7+9+1)182)?8'8)2*)H!116&)!4)?,)*)12) 7*+!1=87F 11+4'+8'+1)1<4)'12")8*& 1 7+1+*Al17198+71+*&+87-1B!+>48'&,
?+58,8+4! 1'&<+15)21719)! &5! 6&+4*1! 9+! *)44+H!'15! J+8K+! *)'2878'+LF1!)! <4):481! +)771! g! +7787*@2'8+! *A'28'+
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GUFU I'HS968 (8)"15+ % /$)*.0"L,"2-)1345)","63+-$45)"1,'7.1)"L "8 $+, UFIG

- 19"#$%&'($)"6./$)*.0"1,"2-)1345)" "63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+,

§) FAMEV L H$%& ($)"$* $-)"1,"63+-$45)"1,"7.1)"1,"8,$+,

< (+,%7-)" 1< @B

I
)2*4)*+2*1HI117)*141Al4)7<127:=),1<141 YQ! ZI91!+J+7*)'85)2*119115)4'+91182*)421HI<419&G! X$Z!91!,)8*)!1 2+'812+,H
)5<4)>+ YR!Z!9+I5F119)1 1J4+!211'+5<11)! <+4*8'8<1&!)5! #QQW!)5! &5!*)4L 1! 9+!'+9)8+1911 +>412)>;'81H! =+,14!
'144)7<129)2*)1g!"QH"1Z1911fim!J4+78,)84 1 EI&H)*!+,-HI#QQUO-!f141) 77) 712+*14) THIAl)=89)2*)! +185<14*{2'8+!9+!
+>48'&,*&4+12+58,8+41211<41')77119)19)7)2=1,=85)2*11484+,H! 7)291182)>:=),| 78&+!85<14*i2'8+1 71'81)'12N58'+! 21!
12:48112+'812+,H
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Probabilidades: CON. Ll == =12 == 13
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