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RESUMO 

Trabalho de conclusão de curso desenvolvido baseado nas atividades realizadas 

durante estágio na Virginia Tech no estado de Virginia, Estados Unidos da América de março 

de 2022 a junho de 2022, sob orientação do Professor Doutor Johan Osorio. As atividades 

relatadas foram realizadas durante uma colaboração em uma pesquisa experimental conduzida 

pelo laboratório do Professor Doutor Mark Hanigan. Nesse experimento os animais 

receberam infusão intravenosa de aminoácidos essenciais (Lisina, Metionina, Leucina e 

Isoleucina) durante 10 dias e acetato marcado durante 24h no décimo dia de infusão dos 

aminoácidos. O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos destes aminoácidos na síntese de 

ácido graxo (De Novo) no leite. Os dados do experimento ainda estão sendo analisados, 

portanto resultados não serão relatados neste trabalho. 

Palavras-chave: aminoácido, mTOR, gordura do leite, síntese de ácido graxo de novo. 

ABSTRACT 

 
Completion of course work developed based on activities carried out during an 

internship at Virginia Tech in the state of Virginia, United States of America from March 

2022 to June 2022, under the guidance of Professor Johan Osorio. The activities reported 

were carried out during a collaboration on experimental research conducted by the laboratory 

of Professor Doctor Mark Hanigan. In this experiment, the animals received an intravenous 

infusion of essential amino acids (Lysine, Methionine, Leucine and Isoleucine) for 10 days 

and labeled acetate for 24 hours on the tenth day of amino acid infusion. The objective of this 

work was to evaluate the effects of these amino acids on milk fatty acid synthesis (De Novo). 

The experiment data are still being analyzed; therefore, results will not be reported in this 

work. 

 

Key words: amino acid, mTOR, milk fat, de novo fat synthesis. 
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1. INTRODUÇÃO  

Durante o estágio foi realizado atividades no acompanhamento de um experimento 

conduzido pelo grupo do laboratório do Dr. Mark Hanigan, no qual foi estudado os efeitos da 

infusão de aminoácidos essenciais (AAE) na síntese de gordura do leite. 

A gordura do leite é um dos mais importantes componentes do leite, sendo responsável 

por aspectos sensoriais e nutricionais, podendo modificar a qualidade e rendimento na 

produção de derivados lácteos, como manteiga, queijo e yogurt por exemplo. Em muitos 

casos, principalmente nos EUA, a quantidade de gordura no leite influencia diretamente na 

base de preço do leite. Portanto, o melhor entendimento da síntese de gordura do leite é 

fundamental, e vem sendo foco de muitas pesquisas. 

De modo geral, a composição de gordura no leite por vacas pode ser influenciada por 

diversos fatores, tais como genética dos animais (Andersson-Eklund e Rendel, 1993; Abdallah 

e McDaniel, 2000; Stoop et al., 2008), composição e tamanho de partículas da dieta (Bauman 

e Griinari, 2003; Stoop et al., 2008; Caccamo et al., 2012, Caccamo et al., 2014; McCarthy et 

al., 2018), estágio da lactação (Stoop et al., 2009), uso de aditivos alimentares (Jensen, 2002; 

Kozerski et al., 2017). 

Segundo Bauman e Griinari (2003) metade dos ácidos graxos (AG) do leite, em vacas, são 

provenientes de pré-formados, os quais chegam na glândula mamária através da circulação, e 

a outra metade é sintetizada pela própria glândula mamária, por meio da síntese de ácido 

graxo De Novo. Os principais substratos para síntese de ácido graxo De Novo são acetato e β-

hidroxibutirato (BHBA), em ruminantes (Urrutia e Harvatine, 2017). 

Zhao et al (2021) mostrou que no processo de síntese da gordura do leite, o acetato sofre 

regulação pela via de sinalização de mammalian target of rapamycin/eukaryotic initiation 

factor 4E (mTOR/elF4E). mTOR é um regulador essencial no crescimento celular e 

metabolismo, através da modulação da síntese de proteína e lipídeo (Takahara et al., 2020). A 

ativação de mTOR é influenciada pela disponibilidade de aminoácidos (Burgos et al., 2010). 
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REFERENCIAL TEÓRICO  

1.1. Gordura do leite  

A gordura do leite é o principal componente de energia do leite, sua importância também 

está relacionada com aspectos nutricionais e de sabor (Zhao et al., 2020). Na maior parte dos 

EUA o preço pago pelo leite aos produtores possui uma bonificação para conteúdo de gordura 

(Jenkins e McGuire, 2006). Em vacas leiteiras a concentração de gordura é de 

aproximadamente 3-5% do leite (Givens e Shingfield, 2006). Mais de 400 ácidos graxos 

compõe a gordura do leite, porém apenas 14 deles estão presentes em concentração maior do 

que 1g/100g (Jensen, 2002).  

Diversos fatores podem interferir na composição de ácidos graxos do leite. Em um estudo 

realizado por Soyeurt et al. (2006), foi relatado diferenças no conteúdo e composição dos 

ácidos graxos entre animais de diferentes raças, evidenciando a influência do fator genético. 

Animais alimentados com dietas altamente fermentáveis podem apresentar casos de depressão 

de gordura do leite, em decorrência de mudanças na fermentação ruminal (Harvatine, 

Boisclair e Bauman, 2009). Stoop et al. (2009) analisou dados de 1933 vacas em 398 fazendas 

comerciais, onde a produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) aumentou durante os 3 

primeiros meses de lactação e após isso começou a cair, o inverso aconteceu com ácidos 

graxos de cadeia longa (AGCL). 

Ácidos graxos presentes no leite podem ser classificados quanto a sua origem. Ácidos 

graxos de síntese De Novo (C4 a C14) são sintetizados primariamente pelas células epiteliais 

da glândula mamária, o C16 é sintetizado e derivado de suprimentos de sangue, chamado de 

misto, e os pré-formados (formados por 18 ou mais carbonos) são derivados exclusivamente 

de sangue (Palmquist, 2006). 

1.2. Síntese de ácidos graxos De Novo 

Na síntese de AG De novo, acetato e BHBA são importados para o interior das células do 

epitélio da glândula mamaria e usados como fonte de carbono, onde são incorporados com 

triacilglicerol (TAG) através de proteínas, e liberados no leite (Bauman e Davis, 1974). 

Estratégias nutricionais com capacidade de otimizar a produção de acetato no rúmen podem 

aumentar a quantidade de gordura no leite através da síntese de ácido graxo De Novo (Urrutia 
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e Harvatine, 2017). Vacas alimentadas com acetato de sódio aumentaram a produção de 

gordura no leite em 90 gramas por dia (Urrutia et al., 2019).  

SREBP1 é um precursor inativo sintetizado no reticulo endoplasmático, o qual ativa um 

gene adipogênico após começar a ser hidrolisado no complexo de Golgi (Young-Ah, 2017). O 

gene desse precursor é um fator importante na regulação da síntese de ácido graxo De Novo 

(Salter e Tarling, 2007). No trabalho de Zhao et al. (2021) quando aumentou a concentração 

de acetato, a expressão de gene do SREBP1 foi aumentada, e a via de sinalização de mTOR 

foi ativada, revelando que o acetato regula a síntese de AG no leite através da via de 

sinalização mTOR nas células do epitélio da glândula mamaria.  

Sumarizando, além de ser utilizado como substrato, o acetato também desempenha uma 

importante função como regulador positivo na síntese de gordura do leite (Mu et al., 2021).  

1.3. mTOR  

Em células de mamíferos, o mTOR forma pelo menos dois complexos estruturalmente 

distintos, o mTOR complexo 1 (mTORC1) e mTORC2, a fim de exercer suas funções. 

mTORC1 consiste em mTOR, a proteína associada regulatória de mTOR (Raptor), e 

homólogo de LST8 de mamífero (mLst8) como componentes principais. Por outro lado, o 

mTORC2 contém mTOR, a rapamicina insensível associada mTOR (Rictor), e mLST8, como 

componentes principais. Ambos mTORC1 e mTORC2 atuam como dímeros (Takahara et al., 

2006, Yip et al., 2010). 

O mTORC1 regula o crescimento e o metabolismo celular modulando síntese de 

proteínas, lipídios e purinas, bem como biogênese de lisossomo e autofagia. A atividade do 

mTORC1 é influenciada por uma variedade de sinais, como amino ácidos, glicose, fatores de 

crescimento, níveis de energia e estresse (Wullschleger et al., 2006, Sengupta et al., 2010, 

Shimobayashi e Hall, 2014). Uma das principais funções do mTORC1 é a promoção do 

anabolismo (Takahara et al., 2020). Além disso, mTORC1 promove a síntese de lipídeos pela 

fosforização da lipina 1, desse modo a atividade do SREBP1 é aumentada (Peterson et al., 

2011). 

Diversos trabalhos relataram alterações na ativação de mTOR quando animais receberam 

infusão de aminoácidos essenciais, levando a alterações na produção e composição do leite. 

Diminuição na via de ativação de mTOR foram observadas quando Leucina e Isoleucina 
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estavam deficientes em estudos in vitro e alguns in vivo (Arriola Apelo et al., 2014b; 

Doelman et al., 2015b; Liu et al., 2017). O mecanismo de ativação de mTOR por Lisina ou 

Histidina parece ser menos potente ou inexistente quando comparado com Isoleucina e 

Leucina (Appuhamy et al., 2012). 

2. DESCRIÇÃO DO ESTÁGIO 

2.1. Local do estágio 

As atividades ocorreram no complexo de bovinos leiteiros da Virginia Tech, o qual fica 

situado na Fazenda Kentland. A fazenda é propriedade da universidade e conta com 728 

hectares, onde são desenvolvidas atividades de ensino, pesquisa e extensão. O complexo fica 

localizado na área rural de Blacksburg, à 16Km do Campus principal da Virginia Tech. 

O número total de animais do rebanho é de aproximadamente 516 animais, das raças 

Holandesa preto e branco e Jersey, na tabela 1 está apresentado o número de animais por 

categoria. 

Tabela 1 - Composição do rebanho em 2022 

GRUPO HOLANDES P&B JERSEY TOTAL 
BEZERRAS E NOVILHAS 190 38 228 

VACAS SECAS 30 12 42 
VACAS EM LACTAÇÃO 199 47 246 

TOTAL 419 97 516 

2.2. Instalações 

2.2.1. Bezerreiro 

O bezerreiro da fazenda é composto por casinhas individuais (AGRI-PLASTICS calf 

hutches), onde os animais ficam alojados até os 21 dias de vida, e baias coletivas equipadas 

com alimentador automático (DeLaval calf feeder CF1000S). 
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Figura 1- Sistema de criação individual de bezerros 

 

Fonte: Do autor, (2022). 

2.2.2. Galpão de Necessidades Especiais  

Metade deste galpão é dividido entre animais na fase de transição (pré- e pós-parto), 

podendo ser subdividido em até 6 lotes. Nessa área utiliza-se o sistema de cama sobreposta, e 

a reposição era realizada uma vez por semana. Nesta parte do galpão possui 18 cochos 

individuais (American Calan Gates) destinados a pesquisa. 

Na outra metade do galpão possui dois lotes de free stall com camas duplas para criação de 

bezerras desmamadas até estarem aptas a serem inseminadas; oito baias individuais destinadas 

a maternidade e hospital; e três troncos de contenção para manejo dos animais. 

2.2.3. Piquetes 

As novilhas inseminadas e vacas secas são criadas em uma área de piquetes, e permanecem 

lá até aproximadamente 21 dias antes da data prevista para o parto. Embora esses animais 
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tenham acesso ao pastejo, eles recebem TMR para suprir as necessidades nutricionais. Na área 

central dos piquetes há um centro de manejo com tronco de contenção e baias. 

2.2.4. Galpão de Lactação 

Instalação do tipo Free stall com 240 camas dupla, compostas de areia, onde os animais são 

alojados durante o período de lactação. Uma vez por semana é realizada a reposição de areia 

nas camas. A limpeza dos corredores é através de um sistema de flush, com água reutilizável. 

O galpão é equipado com 48 cochos individuais (American Calan Gates) utilizados para 

mensurar o consumo individual em pesquisa, e ventiladores para auxiliar no resfriamento dos 

animais. 

Figura 2 - Galpão de vacas em lactação 

 

Fonte: Do autor, (2022). 
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2.2.5. Ordenha e Centro de Manejo 

A sala de espera para ordenha possui puxador automático e ventiladores. O sistema de 

ordenha é um duplo doze de saída rápida (DeLaval) equipada com extratores automático e 

medidores eletrônicos (Afimilk), os quais mensuram produção de leite, porcentagem de 

gordura, porcentagem de proteína, porcentagem de lactose e condutividade individual. 

Na saída da ordenha está localizado o centro de manejo, composto por um tronco de 

contenção coletivo, um tronco de contenção individual, uma balança automática (todos os 

animais são pesados ao saírem da ordenha) e um portão separador automático. 

Figura 3 - Sala de ordenha 

 

Fonte: Do autor, (2022). 

2.2.6. Laboratório de Pesquisas Metabólicas 

Possui  quatro salas para alojar os animais, cada sala possui 6 camas do sistema tie-

stall. As salas possuem controle de umidade e temperatura, drenagem para dejetos, sistema de 

vácuo possibilitando a ordenha dos animais no local. Além disso o prédio possui um 
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laboratório de necrópsia, um laboratório biológico, uma sala de autoclave, lavanderia, 

vestiários e sanitários. 

Figura 4 - Laboratório de Pesquisas Metabólicas 

 

Fonte: Do autor, (2022). 

2.2.7. Armazenamento de Alimentos 

A fazenda utiliza silos do tipo bag e vertical, destinados para o armazenamento de forragens 

úmidas (silagem de milho e culturas temperadas) e concentrados, respectivamente, um galpão 

dividido em grandes boxes onde são armazenados os fenos. 

2.2.8. Centro de Tratamento de Dejetos 

Destino de todos os dejetos e resíduos de água do complexo. Possui reservatórios de dejetos, 

rampa de decantação de areia, e uma pista para secagem da areia. Após a separação, a parte 

sólida dos dejetos é transferida para uma área de compostagem, e a parte sólida fica 
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armazenadas em tanques. Estes dejetos são utilizados como fertilizantes nas lavouras da 

fazenda e a areia é reutilizada na cama dos animais.  

3. EXPERIMENTO 

3.1. Hipótese  

Em um estudo in vitro realizado pelo laboratório do Dr. Hanigan previamente (dados não 

publicados), foi testado qual a influência de cada aminoácido essencial individualmente na 

síntese de ácidos graxos pelas células epiteliais da glândula mamaria, em nível fisiológico. 

Foram aplicados 12 tratamentos: Um controle positivo, simulando os níveis fisiológicos da 

concentração dos aminoácidos essenciais; um controle negativo, onde todos os 10 

aminoácidos essenciais foram omitidos; e outros 10 tratamentos, onde em cada era omitido 

um dos aminoácidos essenciais e mantinha-se as concentrações dos demais como no controle 

positivo. Foi observado um maior impacto na síntese de gordura no leite quando Isoleucina, 

Leucina, Lisina e Metionina foram removidos do tratamento.  

Com base nesses resultados surgiu a hipótese de que esses aminoácidos estariam mais 

fortemente ligados ao mecanismo de síntese de ácido graxo pela glândula mamária. 

3.2. Objetivo 

O objetivo do atual estudo realizado foi entender a relação entre os aminoácidos, que 

apresentaram maior efeito no estudo in vitro, na síntese de gordura na glândula mamaria, em 

um experimento in vivo. Para isso, 13C acetato marcado (U-13C, 97-99% enriquecido, 

Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA) foi utilizado como um marcador da síntese 

de ácido graxo no leite. 

3.3. Material e Métodos 

O experimento foi realizado na fazenda experimental da Virginia Tech, no Laboratório de 

Pesquisas Metabólicas, entre abril e junho de 2022. Foram utilizadas 12 vacas da raça 

holandesa em segunda lactação, entre 60 e 150 dias em lactação. Os animais foram blocados 

por Dias em Lactação e atribuído aleatoriamente para 1 de 2 grupos. Cada grupo teve 

sequências de tratamento dentro de um arranjo fatorial 2 x 2 em 2 quadrados latinos 

incompletos (quadrado de Youden) 4 x 3 replicados ortogonalmente, com 4 períodos e 3 

vacas em cada um (Tabela 2). Cada período teve duração de 14 dias, e os tratamentos testados 
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foram: Controle (CON), Metionina (M), Lisina (K), Metionina + Lisina (MK), Isoleucina (I), 

Leucina (L), e Isoleucina + Leucina (IL). 

Tabela 2 - Distribuição dos tratamentos 

 GRUPO 1  GRUPO 2 
 1 2 3 4 5 6  7 8 9 10 11 12 
Período 1 C MK M K C M  C IL L IL C I 
Período 2 K M MK MK M K  L C I I IL L 
Período 3 M C K C K MK  I L IL L I C 
Período 4 MK K C M MK C  IL I C C L IL 
              i 

Antes do início do período experimental foi realizado uma transição adaptativa da 

dieta da fazenda para a dieta experimental. Os 12 animais foram alocados em um curral no 

free-stall, onde receberam no primeiro dia 75% dieta da fazenda e 25% de dieta experimental, 

no segundo dia 50% de dieta da fazenda e 50 % de dieta experimental, no terceiro dia 25% de 

dieta da fazenda e 75% de dieta experimental, e no quarto dia os animais foram movidos para 

o laboratório de pesquisas metabólicas, onde foram alojados em duas salas contendo 6 camas 

de Tie-stall em cada. 

Entre o término de um período e início de outro era realizado um período de limpeza 

com duração de 3 dias. Durante este período os 12 animais eram movidos para um curral no 

Free-stall, e mensurava-se o consumo diário do grupo, o qual foi usado para estimar o 

consumo individual para o próximo período experimental. Ao serem movidos para o 

laboratório de pesquisas metabólicas o consumo era monitorado individualmente, e o primeiro 

dia foi usado para aclimatação dos animais.  

Foi utilizado uma mesma dieta (Tabela 3 e 4) para todos os animais durante todos os 

períodos, formulada para atender os requerimentos de energia, proteína degradável no rúmen, 

minerais e vitaminas, mas para ser deficiente (85% do requerimento) em proteína 

metabolizável para uma vaca holandesa com 700 quilogramas de peso corporal, produzindo 

49 quilogramas de leite contendo 3,60% de gordura e 3,15% de proteína verdadeira, baseado 

nos requerimentos do NASEM 2021. Para se minimizar o erro durante a mistura da dieta, a 

maioria dos ingredientes concentrados (exceto os aminoácidos protegidos, Smartamine M e 

Smartamine ML) eram fornecidos como uma ração peletizada. 

Os animais receberam TMR ad libitum uma vez por dia, às 12:00PM, a qual foi 

misturada e distribuída utilizando um Data Ranger (American Calan). A ordem de inclusão 
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dos ingredientes para mistura seguia o seguinte padrão: forragens, ração peletizada e 

aminoácidos protegidos. Os aminoácidos protegidos eram pesados em uma balança de 

precisão, e incluídos no Data Ranger logo após iniciar a mistura da dieta. O tempo e 

velocidade de mistura também eram controlados de forma padronizada para não afetar as 

características físicas da dieta. Ao longo do dia a dieta era mexida nos cochos frequentemente, 

para estimular o consumo pelos animais. A quantidade ofertada e as sobras eram pesadas 

usando a mesma balança, esses dados foram anotados diariamente e a quantidade ofertada era 

ajustada para se obter 5% de sobras. A matéria seca dos ingredientes era aferida para se 

ajustar a quantidade de matéria natural utilizada na batida toda semana, esse procedimento era 

rotina da fazenda e realizado pelos funcionários. 

Tabela 3 -Composição de ingredientes da Dieta 

INGREDIENTE % MS 
Silagem de Milho 36,45 
Feno de Gramínea 6,53 
Grão de milho seco¹ 16,76 
Polpa cítrica¹ 8,87 
Casca de soja¹ 8,09 
Farelo de Soja (48)¹ 13,15 
Farelo de Glúten de Milho¹ 0,51 
DDG¹ 1,91 
Farinha de Sangue¹ 0,51 
Megalac¹ 1,53 
Energy Booster 100¹ 1,53 
Bicabornato de Sódio¹ 1,32 
Calcário¹ 1,32 
Zinpro Availa 4¹ 0,010 
Volclay¹ 0,204 
Vit ADE premix ExMill¹ 0,051 
Vit E premix ExMill¹ 0,051 
Ultrasorb¹ 0,020 
TraceMin ExMill¹ 0,010 
Levedura Selênizada ExMill¹ 0,071 
Sulfato de Zinco¹ 0,010 
Sulfato de Sódio¹ 0,530 
Fosfato de Cálcio¹ 0,408 
Iodato de Cálcio¹ 0,0001 
Smartamine M  0,054 
Smartamine ML  0,100 
¹ - Componentes da ração peletizada. 

Semanalmente uma amostra dos alimentos foi coletada, pré-secada em uma estufa a 

55C por 72 horas. Ao final de cada período foi realizado uma composta destas amostras, e 

armazenada congelada a -20C, para ser analisada posteriormente.  
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Tabela 4 – Composição de nutrientes da dieta formulada 

 

No dia anterior ao início da infusão de aminoácidos era realizada a cirurgia para 

implantação de cateteres. Eram implantados dois cateteres (90 cm x 2.03 mm i.d. 

microrenathane, Braintree Scientific Inc., Braintree, MA) no mesmo lado do pescoço de cada 

animal, um deles(inferior) destinado para infusão, e o outro (superior) para coleta de amostras 

de sangue. A cada período se alternava o lado de implantação de cateteres, a fim de evitar 

infecções e hematomas. Após a cirurgia o pescoço dos animais era envolvido com manta 

elástica para manter a região limpa e protegida. Diariamente era realizada checagem do status 

de saúde dos animais (temperatura retal, frequência respiratória e ruminação) e situação dos 

cateteres.  

NUTRIENTE QUANTIDADE 
Matéria Seca, % 53,9 
Forragem, % da MS 43,0 
Proteína Bruta, % da MS 15,2 
Energia Metabolizável, Mcal/Kg 2,75 
Proteína Metabolizável, % da MS 9,06 
Energia Liquida para Lactação, Mcal/Kg 1,81 
Proteína não degradável no Rúmen, % da MS 5,2 
Proteína degradável no Rúmen, % da MS 10,0 
Digestibilidade da Proteína degradável no Rúmen, % da MS 4,2 
FDA, % da MS 16,5 
FDN, %MS 30,8 
FDA/FDN, Taxa 0,54 
FDN de Forragem, %MS 19,5 
Amido, %MS 24,4 
Cinzas, %MS 7,9 
AG Total, %MS 4,83 
Ca, %MS 0,92 
P, %MS 0,40 
Mg, %MS 0,22 
K, %MS 1,00 
NA, %MS 0,52 
Cl, %MS 0,12 
S, %MS 0,22 
DCAD, mEq/Kg 311 
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Figura 5 - Animal recebendo infusão 

 

Fonte: Do autor, (2022). 

Durante 10 dias os animais recebiam infusão de aminoácido respectiva a cada 

tratamento, e durante 24 horas, no décimo quarto dia de cada período era realizado a infusão 

de acetato. A infusão foi realizada utilizando uma bomba de infusão com fluxo programado 

(RF-5000, Abbott Lifecare, San Antonio, TX). Para cada animal foi utilizado uma bomba, e 

durante a infusão de acetato foi adicionado uma segunda bomba.  

 

Figura 6 - Cronograma do período experimental 

 

Fonte: Do autor (2022). 
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Os tratamentos (aminoácidos) foram solubilizados em solução salina armazenada em 

bolsas esterilizadas. A taxa de infusão(ml/minutos) era fixa, calculada por tratamento, de 

modo que atendesse a quantidade diária de aminoácido de cada tratamento. A quantidade de 

aminoácido infundida diariamente foi equivalente a 20% da quantidade ofertada pela dieta 

experimental (Isoleucina: 28,6g/d; Leucina: 41g/d; Lisina: 37,6g/d; Metionina: 12g/d). 

Os animais foram ordenhados duas vezes ao dia (01:00AM e 12:00PM), junto com o 

restante do rebanho da fazenda. Para isso, era realizada uma pausa na infusão de aminoácido 

aproximadamente 15 minutos antes de cada ordenha, em seguida injetava 2ml de heparina 

20uL via cateter a fim de evitar coagulação do sangue e entupimento do cateter, e os animais 

eram movidos até a ordenha da fazenda. Quando os animais retornavam para o laboratório de 

pesquisas metabólicas, retirava-se uma alíquota de 3ml pelo cateter, com isso a heparina era 

removida e a infusão era retomada. Esse processo de pausa na infusão tinha uma duração 

média de 2 horas por dia. Durante as 24 horas de infusão do acetato os animais foram 

ordenhados na própria cama, e a infusão não foi pausada, seguindo a mesma frequência e 

horário de rotina, utilizando sistema de ordenha balde ao pé, com latões individuais, que eram 

ligados ao sistema de vácuo da instalação. 

A produção de leite foi recordada diariamente em cada ordenha, e no décimo dia de 

cada período experimental foi coletado três amostras de leite em cada ordenha. Uma amostra 

contendo conservante(bronopol) era resfriada a 4C e enviada para análise de gordura, 

proteína, lactose, contagem de células somáticas e nitrogênio ureico no leite (United DHIA, 

Radford/VA); outras duas amostras foram coletadas em tubos de 50ml, uma delas era 

centrifugada por 10 minutos a uma velocidade de 2000 x g em temperatura ambiente, para a 

suspensão da gordura do leite, e coletava-se duas amostras (2ml cada) de gordura para análise 

do perfil de ácido graxo do leite; a outra amostra de leite foi armazenada congelada a -20C 

sem conservantes para futuras analises. 

No décimo dia experimental também foram coletadas amostras de sangue, um total de 

12 amostras por animal, nos seguintes pontos de tempo: -30min, -15min, 0h, +30min, +3h, 

+6h, +9h, +12h, +15h, +18h, +21h e +24h, em relação ao horário de início da infusão de 

acetato. Para a amostragem, primeiramente ejetava aproximadamente 3ml em uma seringa 

cirúrgica, via cateter, e descartava devido a presença da heparina contida no cateter; em 

seguida coletava uma outra amostra de 5ml, usada para análise. Ao final de cada tempo de 

coleta, os tubos eram centrifugados por 15 minutos, a 1600 x g, em temperatura ambiente. 
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Duas amostras (2ml cada) de plasma eram armazenadas congeladas a -20C, para realizar 

análises de concentração de acetato futuramente. 

Uma vaca foi diagnosticada com mastite clínica durante o segundo período e os dados 

dela no segundo período serão descartados. Os dados serão analisados com um modelo misto 

usando o “lmer” pacote no R (versão 3,4,3; R core Team, 2017). Produção de leite, 

composição do leite, e Consumo de matéria seca dos tratamentos serão analisados por período 

experimental. O seguinte modelo será utilizado para análise dos dados: 

𝑌௜௝௞௟௠ =  𝜇 +  𝐼௜ +  𝐿௝ +  𝐼 ∗ 𝐿௜௝ +  𝐵𝑙𝑜𝑐𝑜௞ +  𝑃𝑒𝑟í𝑜𝑑𝑜௅ +  𝑉𝑎𝑐𝑎(𝐵𝑙𝑜𝑐𝑜)௠(௞) +  𝑒௜௝௞௟௠ 

onde 𝑌௜௝௞௟௠= variável dependente,  𝜇 = média da população de Y, 𝐼௜ = efeito fixo da infusão 

de isoleucina no grupo 1 ou infusão de metionina no grupo 2, 𝐿௝ = efeito fixo da infusão de 

leucina no grupo 1 ou infusão de lisina no grupo 2,  𝐼 ∗ 𝐿௜௝ = interação de 𝐼௜ e 𝐿௝, 𝐵𝑙𝑜𝑐𝑜௞  = 

efeito padrão de bloco, 𝑃𝑒𝑟í𝑜𝑑𝑜௅ = efeito padrão de período, e 𝑉𝑎𝑐𝑎(𝐵𝑙𝑜𝑐𝑜)௠(௞) = efeito 

padrão de vaca aninhada dentro do bloco.  Efeitos e interações serão declarados significantes 

para P ≤ 0.05 e tendências para P ≤ 0.10.  

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Pesquisas como esta acompanhada durante o estágio supervisionado são extremamente 

importantes para o entendimento melhor dos processos ligados a produção de leite e seus 

componentes. De modo que sejam geradas novas estratégias e conhecimentos que 

possibilitam a otimização da produção de leite.  

A realização do estágio supervisionado em uma universidade em outro país é um 

experiencia ímpar. Possibilitando o conhecimento de novas culturas, ampliação da rede de 

contatos, além de contribuir fortemente com o desenvolvimento pessoal e profissional do 

aluno. 
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