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(AO) e médio (MO) teores de acido oleico, fornecidos para vacas primiparas Holandés x Gir
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ABREVIACOES

AA: aminoécidos

AG: &cido graxo

AGCIR: acidos graxos de cadeia impar e ramificada

AGI: 4cido graxo insaturado

AGNE: 4cidos graxos ndo-esterificados

AGPI-CL.: acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa

ALL: acido a-linoleico

ALN: acido a-linolénico

AO: &cido oleico

BHT: Butil-Hidroxi-Tolueno

CBT: contagem bacteriana total

CCS: contagem de células somaéticas

cFDA: fibra insolGvel em detergente acido corrigida para cinzas
cFDN: fibra insolGvel em detergente neutro corrigida para cinzas
CHO néo fibroso D: carboidrato nédo fibroso digestivel

CLA: acido linoleico conjugado

CMS: consumo de matéria seca

cNDT: consumo de nutrientes digestiveis totais

CNF: carboidrato ndo-fibroso

DIVMS: digestibilidade in vitro da matéria seca;

DN: digestibilidade do nutriente

EDTA-K3: &cido etilenodiaminotetra-acético tripotassico

EE: extrato etéreo

EED: extrato etéreo digestivel

EL: escore linear

EP: eficiéncia produtiva

EPM: erro padrdo da média

EST: extrato seco total

FDA.: fibra insollvel em detergente &cido

FDN: fibra insoltvel em detergente neutro

FDNCcp: fibra insoltvel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina
FDNcpD: fibra insoltivel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina digestivel
FID: detector de ionizacdo de chama

g: gramas

Hipo/hiper: relagéo entre os &cidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos
IA: indice de Aterogenicidade

IN: instrugdo normativa

IT: indice de Trombogenicidade

kg: quilogramas

L: tendéncia de comportamento linear



MAPA: Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
Mcal/kg: mega calorias por quilograma

mg/dL: miligramas por decilitro

mg: miligramas

mmol/L: milimol por litro

MS: matéria seca

NIDA: nitrogénio insollvel em detergente 4cido;

OG: dleo de girassol

OS: 6leo de soja

OVPH: 6leos vegetais parcialmente hidrogenados

P: probabilidade

PB: proteina bruta

PBD: proteina bruta digestivel

PIDN: proteina insolivel em detergente neutro;

PLC3,5: producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura
PTFE: Poli Tetra Fluoretileno

Q: tendéncia de comportamento quadréatico

QL: Quadrado Latino

Tmax: temperatura maxima

Tmin: temperatura minima

TMR: total mixed ration

V:C: relagdo volumoso:concentrado

v/v: volume por volume

~: aproximadamente

%pc: consumo de matéria seca em porcentagem do peso corporal
X: somatorio

®-6/w-3: relagdo entre os acidos graxos -6 € ®-3



INTRODUCAO GERAL

Nos dias atuais, 0 acesso ilimitado a informacdo tem permitido que os consumidores se tornem cada dia
mais cientes da relacdo existente entre a dieta e a salde. Informacdes sobre a importancia de uma
alimentacdo saudavel e seus impactos sobre a salde tém despertado o interesse e motivado a populacdo a
adotar estilos de vida e de alimentacdo mais saudaveis.

O leite de vaca e seus produtos derivados sdo conhecidos como importantes fontes de nutrientes, sendo que
suas qualidades nutricionais tém sido atribuidas basicamente a sua composi¢do Unica, capaz de unir
proteinas de alta qualidade, energia na forma de carboidratos e gorduras, acidos graxos essenciais, vitaminas
e minerais, em especial, o célcio. O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) publicou em
2005 um guia de orientagdes nutricionais que, dentre outras informacdes, enfatizou que os “produtos lacteos
sdo capazes de fornecer quantidades substanciais de trés dos cinco nutrientes de interesse para criangas, e
quatro dos sete nutrientes necessarios para alimentagao saudavel de adultos” (USDA, 2005).

Entretanto, muitos consumidores, em resposta as informacfes empiricas aos quais sdo expostos, e parte da
comunidade médica vém criticando o consumo ad libitum de leite e derivados devido ao seu conteddo de
cidos graxos saturados de cadeia média, considerados hipercolesterolémicos e aterogénicos. Segundo Haug
et al. (2007), essa visao tem feito com que em alguns paises ocidentais j& seja possivel observar reducdo do
consumo per capita de lacteos. Diante disso, 0 meio cientifico tem sido chamado a esclarecer o real papel
dos alimentos lacteos na manutengdo da salde e no desenvolvimento de doencas cronicas, e criar novas
opcOes de alimentos capazes de gerar beneficios fisioldgicos ao consumidor, alimentos esses recentemente
definidos como “alimentos funcionais”.

O termo alimento funcional ndo possui uma defini¢do Unica, mas foi bem descrito por Huth et al. (2012)
como sendo o alimento, ou ingrediente de alimento, que contém componentes ativos capazes de fornecer
beneficios a salde e prevenir doengas, além das possibilidades dos nutrientes tradicionais. No Brasil, a
definicdo dessa classe de alimentos foi feita pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
orgdo responsavel pela regulacdo destes alimentos, via Portaria N°398 de 30 de abril de 1999, como sendo
todo aquele alimento ou ingrediente de alimento que, além das fung¢fes nutricionais basicas, quando
consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metab6licos e/ou fisioldgicos benéficos a salde,
devendo ser seguro para consumo sem supervisao medica.

Os efeitos benéficos dos alimentos funcionais, somados ao crescente interesse dos consumidores pelo
assunto, permitiram que surgisse um novo segmento no mercado de alimentos lacteos, os leites e derivados
especiais ou premium. Esse nicho de mercado é composto por leites longa vida e derivados enriquecidos,
naturalmente ou ndo, com minerais (zinco, ferro e calcio), vitaminas (A, D, E, complexo B, K, entre outras),
fibras ou &cidos graxos essenciais (w-6, ®-3 e acidos linoleicos conjugados).

No Brasil, em 2011, o segmento de leite UHT teve um faturamento préximo de 5,7 bilhdes de reais. Porém,
enquanto as vendas dos leites comuns crescem a ritmo préximo de 1,9% por ano, as dos premium tém tido
suas vendas anuais aumentadas em cerca de 31,4% (Danone, 2012). Esse fendmeno tém sido possivel
gracas ao continuo aumento do poder aquisitivo da populagdo brasileira que, entre os anos de 2003 e 2010,
apresentou crescimento de 19% (Brasil, 2010) e que, segundo levantamentos da Federacdo do Comércio de
Bens, Servicos e Turismo do Estado de S&o Paulo (Fecomercio - SP), entre 2010 e 2020, o crescimento
acumulado previsto sera ligeiramente inferior a 40%. Essas projecdes fazem com que as perspectivas de
médio prazo do mercado nacional de leites e derivados premium sejam bastante positivas, instigando, assim,
0 meio cientifico nacional a desenvolver novas tecnologias que objetivem criar pacotes tecnolégicos, a fim
de viabilizar a producéo desses alimentos nas industrias e propriedades rurais.

Neste sentido, a manipulacdo da dieta tem despontado como estratégia promissora a fim de se alterar a
composicao lactea de forma natural. Todos os componentes do leite séo sujeitos @ manipulagdo. Entretanto,
o potencial dessa mudanca depende do componente, sendo que, em geral, o teor de gordura e seu perfil de
4cidos graxos sdo 0s mais sujeitos a mudancas.

No sentido de alterar a composicdo da gordura do leite de modo a torna-la mais adequada ao consumo
humano, a manipulacéo da dieta tem conseguido diminuir os teores dos &cidos graxos saturados de cadeia
média, como laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), e aumentar a concentracdo do acido
oleico (C18:1 cis-9) e do isdbmero do acido linoleico conjugado (CLA), &cido ruménico (C18:2 cis-9 trans-
11). Grande atencéo tem sido direcionada para a maximizagdo do teor deste &cido graxo, desde a descoberta
de suas propriedades anticarcinogénicas, de reducdo da deposicdo da gordura corporal e dos teores
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plasmaticos de colesterol e de regulador imunolégico. Também tém-se buscado aumentar a concentracéo do
acido vacénico (C18:1 trans-11). O acido vacénico, originado da bio-hidrogenagdo parcial dos acidos
linoleico e a-linolénico livres no rimen, ap6s absorvido, pode ser captado pela glandula mamaria e
incorporado na gordura do leite ou sofrer acdo da enzima acil-CoA A°-desaturase para que ocorra a sintese
do acido ruménico. Esse fato permite que haja alta correlacdo entre os teores dos acidos ruménicos e
vacénico no leite sugerindo que, para que se maximize a sintese de acido ruménico, deve-se prover o rimen
de acidos graxos poli-insaturados.

Atualmente, a forma mais pratica e viavel de se elevar as concentragdes ruminais de acidos graxos poli-
insaturados tem sido o fornecimento de 6leos vegetais ricos em acido linoleico e/ou a-linolénico como os
oleos de girassol e soja, por exemplo. Além do fornecimento de acidos insaturados, a inibi¢do da saturagdo
ruminal do 4cido vacénico e a elevagio da atividade da enzima A°-desaturase sdo outros fatores que
contribuem para o incremento do teor de acido ruménico no leite.

Um aspecto importante no estudo dos efeitos da inclusdo de 6leos vegetais em dietas de vacas leiteiras sobre
o0s teores dos acidos ruménico e vacénico diz respeito ao dia em que os valores maximos desses acidos
graxos séo alcancados apo6s o inicio do fornecimento da suplementacéo lipidica, bem como a persisténcia
desses valores. Estas respostas tempo-dependentes estdo diretamente associadas &s mudancas no ambiente
ruminal e sdo praticamente desconhecidas em sistemas de producéo de leite no Brasil.

Os 6leos vegetais ricos em &cido linoleico sdo mais eficientes em elevar os teores lacteos dos acidos
ruménico e vacénico no leite. Por outro lado, fontes vegetais ricas em &cido oleico também apresentam
potencial para alterar positivamente o perfil da gordura do leite, j& que podem permitir elevacéo
significativa da secrecdo desse 4cido graxo. Além disso, a estabilidade oxidativa de 6leos e gorduras ricas
em &cidos graxos mono-insaturados é maior do que a daquelas ricas em acidos graxos poli-insaturados,
permitindo que ocorra incremento do periodo de armazenamento desse 6leo na propriedade rural e da “vida-
de-prateleira” dos derivados 14cteos.

A adogdo da suplementacgdo de concentrados na forma de mistura total (Total Mixed Ration - TMR) com os
alimentos volumosos, além de assegurar consumo balanceado de nutrientes, permite maior estabilidade do
ambiente ruminal, principalmente relacionado & menor variagdo do pH. Por outro lado, é comum em
sistemas de producdo de leite no Brasil, o fornecimento da quantidade diéria do concentrado diretamente no
cocho, sobre o volumoso, parcelada ou ndo em funcdo do nimero de ordenhas adotado na propriedade. Esse
modo de fornecimento pode causar impactos negativos no ambiente ruminal, induzindo mudangas néo
desejaveis nas rotas e nas concentracfes de acidos graxos intermediarios da bio-hidrogenacdo ruminal,
sugerindo ser menos interessante em sistemas de producdo que objetivem maximizar a sintese de acidos
graxos benéficos.

A maioria dos trabalhos em que se estudou o potencial da suplementacdo de dietas de vacas leiteiras com
fontes lipidicas de origem vegetal ricas em acidos linoleico e/ou a-linolénico foram utilizadas espécies
forrageiras de ciclo fotossintético C3, fornecidas, principalmente, sob a forma conservada (fenos e silagens).
Durante o processo de conservacdo das forrageiras, ocorrem perdas lipidicas de acidos graxos poli-
insaturados devido & ocorréncia de oxidacdo, reduzindo-se os teores do acido linoleico e a-linolénico
destinado ao processo de bio-hidrogenacdo ruminal, e, consequentemente, a sintese de 4cido ruménico na
glandula mamaéria. Nos poucos estudos realizados no Brasil com vacas em lactacéo, a silagem de milho foi a
fonte de volumoso mais comumente incluida nas dietas e sdo poucos 0s estudos em que a base das dietas
das vaca foram forrageiras tropicais quer consumidas no cocho ou sob condigdo de pastejo.

Diante do exposto, pode-se inferir que a associacdo dietética de dleos vegetais poli-insaturados com
forrageiras tropicais fornecidas in natura para vacas pode apresentar grande potencial para alterar
positivamente a composicdo da gordura do leite em termos de nutricdo e salde humana. Esse fato permite
que se produza leite e produtos derivados premium para o mercado sem que haja a necessidade de grandes
adaptagdes dos sistemas de producao leiteiros ja utilizados no Brasil.

Foram objetivos desse trabalho avaliar os efeitos de diferentes estratégias de suplementacdo contendo 6leo

de girassol em dietas & base de capim-elefante picado fornecido a vacas em lactacdo sobre diversos
parametros produtivos, plasmaticos e de composicgao do leite.

26



REVISAO DE LITERATURA

1. Girassol: cultivo e composicéo do 6leo

O girassol (Helianthus annus L.) destaca-se como a quinta oleaginosa em producdo de grdos e a quarta em
producdo de 6leo no mundo, com 8,78 milh@es de toneladas em 2005. Os maiores produtores, com base na
safra 2003/2004, foram Rassia, Ucrania, Argentina, China e India (Leite, 2008).

O Brasil ainda possui nimeros pouco expressivos dessa cultura, participando com menos de 1% da
producdo mundial. Nos ultimos anos, no entanto, tem-se verificado crescimento substancial da produgéo. A
producdo nacional de grdos de girassol no ano de 2011 ficou préxima de 102,4 mil toneladas, 27% superior
a da safra de 2010, reflexo do crescimento do consumo interno (CONAB, 2012).

O aumento do consumo interno se deve, principalmente, a crescente demanda dos setores farmacéutico,
alimenticio e energético (biodiesel) e a utilizacdo dessa oleaginosa como opcédo de cultivo em sistemas de
rotagdo de culturas (Leite, 2008).

A planta do girassol apresenta caracteristicas agrondmicas interessantes para as condi¢des edafoclimaticas
brasileiras devido a tolerdncia a seca e as variagdes térmicas, se comparada a maioria das espécies
oleaginosas cultivadas no Brasil. Devido a tais particularidades, e ao surgimento de diversos ramos da
indUstria interessados em adquirir o produto, a cultura do girassol tornou-se uma das principais alternativas
nas regides produtoras de graos (Leite, 2008).

Entre os 6leos vegetais comestiveis, o de girassol é o0 que apresenta um dos maiores teores de acidos graxos
poli-insaturados (AGPI), em especial, do acido linoleico (C18:2 cis-9 cis-12) (Mandarino, 1992) (Tabela 1).
Essa caracteristica permite que o seu consumo favoreca a redugdo dos indices de colesterol plasmatico total
e da fracdo LDL, contribuindo, assim, para a prevencao da aterosclerose e doengas cardiovasculares (BNF,
1994).

Tabela 1. Composicéo percentual minima e maxima de &cidos graxos exigida pela legislagéo brasileira (IN
n° 49 do MAPA) para diversos 6leos vegetais comestiveis

Oleo Acidos Graxos (%)

Saturados Monoinsaturados Linoleico Linolénico
Algodéo 24,3-32,1 14,7 - 21,7 46,7 — 58,2 <04
Soja 10,3-21,0 17,0-30,0 48,0 - 59,0 3,5-8,0
Milho 8,9-219 20,0-42,2 34,0 - 65,6 <20
Canola 35-12,3 51,0-70,0 15,0 - 30,0 50-14,0
Girassol 8,1-16,9 14,0-39,4 48,3-74,0 <03
Girassol Médio Oleico 72-134 43,3-72,2 18,7 -45,3 <0,5
Girassol Alto Oleico 6,2-139 75,0 -90,7 21-17,0 <0,3

Fonte: Brasil (2006).

Os hibridos de girassol capazes de produzir 6leo com altos/médios teores de &cido oleico (C18:1 cis-9 — w-
9) foram desenvolvidos utilizando os métodos de mutacdo/selecdo vegetal com o objetivo de criar novas
opgdes de dleo comestivel interessantes do ponto de vista nutricional, ou seja, ricos em &cidos graxos (AG)
insaturados, pobres em AG trans e altamente estaveis a oxidacdo lipidica (Hazebroek, 2000; Dow
Agroscience, 2012).

Os dleos de girassol ricos em acido oleico (ou 6leos de girassol alto oleico) tém sido bastante demandados
nos segmentos de fabricacéo de alimentos, a saber: na producéo de frituras, produtos de panificacdo, 6leo de
cozinha, margarinas, biscoitos e sorvetes, entre outros. Esses novos dleos vém sendo a alternativa eleita pela
indUstria alimenticia para minimizar os teores de gorduras saturadas e trans, sem reduzir o desempenho
industrial e/ou prejudicar as caracteristicas sensoriais dos alimentos, exigidas pelos consumidores (Dow
Agroscience, 2012).

No Brasil, depois que as autoridades publicas determinaram a obrigatoriedade da rotulagem nutricional para
a maioria dos alimentos, estimulou-se a utilizagdo de ingredientes mais saudaveis, causando, assim, o
aumento da area de plantio de cultivares de girassol produtoras de 6leo com elevado teor de acido oleico.
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Atualmente, os maiores produtores mundiais de 6leo de girassol alto oleico sdo os EUA e a Argentina.
Prevé-se que a participacdo mundial de cultivares de girassol alto oleico, deva passar de 8% em 2008, para,
aproximadamente, 20% do total de 6leo de girassol produzido até 2024 (Syngenta, 2012).

O oleo de girassol alto oleico é mais estavel e resistente a oxidacdo que os demais éleos comestiveis. Seu
uso garante a manutencdo das caracteristicas dos alimentos que o utilizam na sua composicdo por um
periodo de tempo maior, 0 que aumenta o prazo de validade do produto final.

Essa, entre outras caracteristicas, permitiu que se estudasse a viabilidade da utilizacdo desse 6leo também na
alimentacéo animal, sendo que os primeiros estudos publicados sobre os efeitos do fornecimento do 6leo de
girassol com altos teores de acido oleico na dieta de vacas em lactagdo datam de mais de quarenta anos —
Steele e Moore (1968); Wrenn et al. (1976); Selner e Schultz (1980). Mais recentemente, sua maior
estabilidade a oxidacdo tem sido um forte argumento para sua utilizacdo também como dleo vegetal na
fabricacdo de biodiesel (Hazebroek, 2000; Dow Agroscience, 2012).

2. Oxidacao dos &cidos graxos

Os efeitos toxicos do oxigénio sobre o meio bioldgico j& eram descritos na literatura desde o final do século
XIX. Estes efeitos deletérios sdo resultantes da oxidacdo de componentes celulares (peroxidagéo) cujos
principais exemplos séo os tiois, os cofatores enzimaticos (vitaminas), as proteinas, os nucleotideos e o0s
lipides, principalmente acidos graxos insaturados (AGI) (Romero et al., 1998).

Em meio ndo-bioldgico, a oxidagdo dos acidos graxos poli-insaturados (AGPI) € responsavel, basicamente,
pela quebra das duplas ligages presentes na cadeia carbdnica dos AG e pela geracdo de novos compostos
guimicos como ésteres, aldeidos, cetonas, alcoois, lactonas e hidrocarbonos. Na maioria dos casos, como na
indUstria alimenticia ou na nutricdo animal, esses novos compostos sdo0 indesejaveis por causarem
descaracterizagdo sensorial (aroma e sabor) dos alimentos e, por consequéncia, reducdo da aceitabilidade;
reduzirem o seu valor nutricional; e gerarem moléculas potencialmente danosas como o malonaldeido e os
alquilbenzenos (Bobio e Bobio, 2001; Smith et al., 2007).

Segundo Yin e Porter (2005), devido a presenca das duplas ligagcGes em suas moléculas, os AGI tornam-se
muito susceptiveis a oxidagdo, sendo que quanto maior o nimero de insaturagdes, maior o seu potencial de
oxidacdo. Benzie (1996) classificou o grau de oxidacdo dos principais AG e observou que, em meio néo-
bioldgico, o acido a-linolénico possui potencial de oxida¢do 100 vezes maior, e o acido linoleico 10 vezes
maior que o da molécula de &cido oleico. Mais recentemente, Min e Boff (2001) observaram taxas de
oxidacdo proporcionais a 1:12:25 para os &cidos oleico, linoleico e linolénico, respectivamente.

Essa classificagdo da base teorica para justificar a preferéncia do uso do acido oleico no preparo de
alimentos e, mais recentemente, na suplementacdo de dietas para animais. No caso deste ultimo, com o
objetivo de se alterar o perfil lipidico dos seus produtos de modo a melhorar tanto as suas qualidades
nutracéuticas como aumentar o seu tempo de prateleira.

Confirmando esse comportamento, Kristensen et al. (2004) avaliaram a estabilidade oxidativa da gordura do
leite de dois grupos de vacas: o primeiro foi alimentado com uma dieta pobre em gordura a fim de estimular
a lipogénese mamaria e, assim, elevar os teores de AG saturados (via estimulagdo da sintese de novo) e
reduzir os teores de AG insaturados, e o segundo foi alimentado com dieta rica em 6leo de origem vegetal
rica em AG poli-insaturados fazendo com que os teores de AG insaturados do leite elevassem em cerca de
50% em relacdo ao primeiro tratamento. Os autores verificaram que a gordura do leite originado da dieta
insaturada apresentou-se mais oxidativamente instavel (P<0,05) durante o periodo de armazenamento (11
dias a 4-8°C) que a gordura de perfil mais saturado.

Quimicamente, 0 processo de oxidacdo consiste na incorporagdo de oxigénio molecular (O,) a um AGI para
produzir um hidroperdxido lipidico (LOOH) como produto priméario inicial (Figura 1). Nos sistemas
biol6gicos a peroxidacdo pode ocorrer, principalmente, por duas vias: i) via enzimética envolvendo as
enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases na oxigenacdo dos AGPI; ii) a peroxidacdo ndo-enzimatica, que
envolve a participagdo de metais de transicdo (Fe™, Cu™) e outros radicais livres. Em ambiente néo-
biologico, a via ndo-enzimatica é a preferencial (Lima e Abdalla, 2001).

Pelo mecanismo de oxidacdo ndo-enzimatico, os AGI podem reagir com moléculas em estado excitado
(elétrons desemparelhados), dando inicio a um processo denominado de peroxidacdo lipidica ou auto-
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oxidacdo que ocorre por meio de uma série de reacdes em cadeia divididas em trés etapas: iniciacao,
propagacao e terminacdo (Figura 1) (Schilstra et al., 1992).

A fase de iniciacdo representa o inicio da reacdo de oxidacdo, onde o AGI (LH) sofre ataque de uma
molécula suficientemente reativa (Re) para retirar um atomo de hidrogénio de um grupo metileno (-CH,-),
formando um radical de carbono (L¢), momento em que se inicia a etapa de propagacao.

Em meio aerdbio, o radical lipidico (Le) reage rapidamente com o oxigénio formando o radical peroxila
(LOO), o qual pode retirar um hidrogénio alilico (fracamente ligado) de um outro acido graxo, gerando
outro radical de carbono e promovendo uma reagdo em cadeia (propagacdo). A reacdo do radical peroxila
(LOO¢) com o atomo de hidrogénio alilico gera um hidroperoéxido lipidico (LOOH).

O término da reacdo em cadeia da lipoperoxidacdo (etapa de terminacdo) ocorre quando dois radicais
peroxila (LOQO¢) reagem entre si formando um produto ndo radicalar (sem radical), ou quando retiram um
atomo de hidrogénio de uma molécula sem gerar outro radical.
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Figura 1. llustragdo esquematica das trés etapas que compdem o processo de oxidacao lipidica.

3. O capim-elefante

O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumack) é uma graminea originaria da Africa tropical, perene,
com hébito de crescimento cespitoso e, por utilizar a via C4, possui elevada capacidade fotossintética. Ele
tem se destacado entre as forrageiras mais utilizadas nos sistemas intensivos de producéo de leite no Brasil
em decorréncia do seu potencial produtivo e da sua qualidade bromatoldgica, sendo capaz de apresentar
elevadas produgdes de forragem quando devidamente adubado e manejado (Coser et al., 2001).

O capim-elefante cortado com 60 dias de idade fornece apenas os nutrientes suficientes para a manutengéo
de vacas com producdo diaria de cinco a seis quilogramas de leite (Deresz et al., 1997). J& o capim cortado
com 45 dias de idade, fornece nutrientes para manutencao e producdo de leite proxima a sete quilogramas
por dia, utilizando-se como base as exigéncias do NRC (2001). Entretanto o capim cortado com 30 dias,
apesar da baixa producdo de matéria seca por area, apresenta melhor qualidade bromatol6gica em relacdo
aos outros cortes, além de maior nimero de ciclos de corte durante o ano (Soares, 2002). Assim, para que
um sistema de alta producdo leiteira seja viavel a partir da utilizacdo dessa forrageira, torna-se necessario
lancar médo da suplementacdo energético-proteica. Contudo, isso tende a causar aumento nos custos do
sistema.

Uma série de alteragdes na estrutura e composicdo quimica das plantas forrageiras ocorre a medida que seu
ciclo vegetativo avanga. E comum que se observe reducéo na relacio folha/haste e, dessa forma, variagio
tanto nos teores quanto na composicéo dos lipides presentes na planta (McDonald et al., 1999; Elgersma et
al., 2003). A composi¢do de fibras do capim-elefante permite que o pH ruminal se mantenha proximo a
faixa considerada 6tima para a absor¢do de Aacidos graxos volateis (AGV) e para a atividade dos
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microrganismos celuloliticos, principais responsaveis pela bio-hidrogenagdo (BH) dos AG no rimen
(Lopes, 2002).

Apesar da baixa concentracdo de lipideos totais nos tecidos das plantas forrageiras, estes ainda sdo a mais
importante fonte de AG da dieta dos ruminantes ndo suplementados com concentrados ricos em lipideos,
influenciando, dessa forma, o perfil dos AG secretados no leite (Dewhurst et al., 2006; Khan et al., 2012).
Mesmo animais submetidos a dietas suplementadas com lipideos tém sua gordura lactea influenciada pela
variedade e quantidade do volumoso consumido (Lopes et al., 2011).

Sendo os lipideos caracteristicos de folhas metabolicamente ativas (Fernandes et al., 2007), durante o
periodo de maturidade vegetal, observa-se sensivel reducdo nos teores de lipides. Isso ocorre porque a alta
proporcdo de folhas, caracterizada por serem ricas em galactolipideos (mono e di-galactosildiglicerideos),
sulfolipideos (sulfoquinovosildiglicerideos), fosfolipideos (principalmente, fosfatidilcolina,
fosfatidilglicerol e fosfatidiletanolamina) e outros glicolipideos ricos em acido a-linolénico (C18:3 cis-9 cis-
12 cis-15) e abundantes nos cloroplastos, mitocéndrias, reticulo endoplasmatico, membranas celulares e nas
superficies externas das folhas (ceras), cede lugar ao tecido fibroso que compde as hastes (Harfoot e
Hazlewood, 1988; Jenkins, 1993; Drackley, 2000). Sendo estas, pobres em lipides, por serem
metabolicamente menos ativas e pouco fotossintetizantes.

De modo geral, 0 4cido o-linolénico é o AG mais afetado pela maturidade vegetal e, consequentemente,
pelas mudancas na relacdo folha/haste (Van Soest, 1994; Dewhurst et al., 2001). Segundo Fernandes et al.
(2007), gramineas de clima tropical como o capim-elefante possuem teores de acido a-linolénico superiores
a 30% (9/100 g de AG totais) no periodo pré-maturidade.

Dewhurst et al. (2002), estudando gramineas de clima temperado, ndo observaram alteracdes significativas
na fracdo lipidica das plantas quando o intervalo de corte foi inferior a 30 dias, sugerindo que cortes em
periodos pré-maturacéo impedem que haja alteracdes significativas na quantidade e composicdo da fragdo
lipidica. Dessa forma, sempre que ocorre o pastejo ou 0 corte mecanico, a planta modifica sua fisiologia,
iniciando novo periodo de crescimento, elevando novamente a relacdo folha/haste, retardando o aumento da
quantidade de tecidos fibrosos e a emissdo de inflorescéncias que provocam diminuicdo do teor de AG nas
plantas forrageiras.

Boufaied et al. (2003) publicaram um extenso artigo com o objetivo de quantificar os reais impactos de
fatores como estagio de desenvolvimento (pds-brotacdo, pré maturidade, inicio da floragdo), nivel de
adubacdo nitrogenada (0 e 120 kg de N/ha), método de conservacao (ensilagem, murchamento, fenagéo),
periodo do ano (verdo, inverno), espécie (diversos) e cultivar (diversos) sobre o perfil de AG de diversas
forrageiras. Os autores observaram que as concentra¢cdes dos AG C16:0, linoleico, a-linolénico e a soma
total de AG reduziram (P<0,01), respectivamente, em 15, 16, 31 e 23% entre o0s estagios de
desenvolvimento de pos-brotacdo e inicio da floracdo; que a adubagdo nitrogenada gerou incremento
(P<0,01) de 18, 12, 40 e 26%, respectivamente, nas concentra¢des destes AG, sendo que a adubacdo com P
ndo causou efeitos significativos (P>0,05); que o corte e posterior conservagdo das forragens reduziram
(P<0,01) os teores desses AG; e que as concentracdes desses AG foram maiores (P<0,01) durante o verdo se
comparado com o inverno, justificada pela maior quantidade de tecidos fotossinteticamente ativos.

A eficiéncia de selecdo dos tecidos vegetais feita pelo ruminantes é outro fator capaz de influenciar a
composicdo de AG consumida pelo animal. Dias (2012) conduziu experimento com o objetivo de
quantificar o perfil de AG em pastos de capim-elefante cv. Pioneiro submetidos a quatro tratamentos: 90 e
120 cm de altura de entrada; combinadas com duas proporcdes de rebaixamento: 50 e 70%. Sendo que o
estrato acima do residuo foi dividido em duas partes: i) superior, contendo basicamente folhas e; ii) inferior,
contendo relacdo folha:haste baixa. O autor observou que a parte superior do estrato apresentou maior
disponibilidade de o-linolénico (62,9 contra 61,7%) e menor de &cido palmitico (16,3 contra 20,2%) e
linoleico (15,1 contra 21,1%) quando comparada com a parte inferior, independentemente do tratamento.

A literatura apresenta ndmero reduzido de trabalhos com o objetivo de melhorar a qualidade nutricional dos
AG da gordura do leite a partir da utilizacdo de forrageiras tropicais na dieta de vacas. Os poucos estudos a
esse respeito conduzidos no Brasil utilizaram, na sua maioria, animais de racas europeias puras ou dietas
contendo volumosos conservados. Isso impede a verificacdo do real potencial de producdo de rebanhos
brasileiros tipicos, ou seja, animais mestigos sob pastejo.

3.1. Impacto do fornecimento de volumosos frescos sobre o perfil de acidos graxos do leite
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Apesar da baixa concentracdo de lipideos totais nos tecidos vegetais (< 46 g/kg de MS), estes ainda séo a
mais importante fonte de AG de dietas de ruminantes ndo suplementadas com fontes lipidicas,
influenciando, dessa forma, o perfil dos AG secretados no leite (Dewhurst et al., 2006; Khan et al., 2012).
Mesmo animais recebendo dietas com suplementacdo lipidica tém sua gordura lactea influenciada pela
variedade e pela quantidade do volumoso fornecido (Lopes et al., 2011).

Na literatura mundial, a maior parte dos trabalhos publicados que objetivaram avaliar o potencial de
impacto de diferentes dietas sobre a composicdo dos AG do leite de fémeas ruminantes utilizou espécies
forrageiras de ciclo fotossintético C3, fornecidas, principalmente, sob a forma de fenos ou silagens (Lopes
etal., 2011).

Os motivos pelos quais os sistemas de producdo de leite utilizam forrageiras conservadas sdo variados. Os
principais estdo relacionados & ocorréncia de intempéries climaticas, como invernos ou secas rigorosas; a
intensificacdo da produgdo, condicdo necessaria em regides com pouca disponibilidade de area ou de preco
de terra muito alto; ou simplesmente devido a maior viabilidade econdmica desses alimentos.

Nas quatro Gltimas décadas, foi observada clara mudanca nos sistemas de produgdo de leite no mundo, de
propriedades predominantemente pastoris e de baixo emprego de tecnologia para sistemas intensivos ou
semi-intensivos que exigem emprego de tecnologias mais avancadas em menores areas. No decorrer desse
periodo, percebeu-se a ocorréncia de alteragdes na composi¢do dos AG do leite e de seus derivados, fazendo
com que a ingestdo, por parte dos consumidores, de AG essenciais e de &cido linoleico conjugado (CLA —
Conjugated Linoleic Acid) (C18:2 cis-9 trans-11) entrasse em declinio e a de saturados se elevasse
(Elgersma et al., 2003; Dewhurst et al., 2006, Khan et al., 2012).

Segundo esses autores, devido as altas concentragdes de AGPI nos tecidos fotossintetizantes dos vegetais
(0,58 + 0,160 g de C18:3 »-3/g de AG totais), o leite secretado por vacas alimentadas com forrageiras
verdes frescas, especialmente as pastejadas, apresenta propor¢oes de C18:3 -3 e do acido ruménico (CLA
cis-9 trans-11), bem como relagdo AG insaturados:saturados, superiores as do leite e derivados, produzidos
por animais alimentados com silagem ou feno como Unica fonte de volumoso (Tabela 2). Essa variagao se
deve, principalmente, as alteracBes ocorridas nos lipides dos tecidos vegetais durante os processos de
conservacdo. Estes processos sdo responsaveis pela ocorréncia de lesdes nos tecidos celulares, que
desencadeiam intensa perda de AGPI por oxidacdo (Khan et al., 2009).

A oxidacdo dos AGPI dos tecidos vegetais pode ocorrer de duas maneiras: por auto-oxidacdo, em razdo da
sua exposi¢do direta ao ar; ou pela acdo de enzimas celulares como as a-dioxigenase e as lipoxigenases
(LOX). A oxidagdo catalisada pelas enzimas LOX é o caminho metab6lico mais comum nesses casos. O
conjunto de reacOes catalisadas pelas enzimas LOX tem como substratos o acido linoleico (C18:2 cis-9 cis-
12 - AL), o acido o-linolénico (C18:3 cis-9 cis-12 cis-15) e o acido araquiddnico (C20:4 cis-5 cis-8 cis-11
cis-14), sendo conhecida como Via da Lipoxigenase (Feussner e Wasternack, 2002; Farmaky et al., 2007;
Khan et al., 2009) (Figura 2).

De forma simplificada, a Via da Lipoxigenase ¢ um conjunto de reagdes intracelulares desencadeadas no
momento em que o tecido vegetal é lesionado. Essas reagdes utilizam &cido linoleico, a-linolénico ou
araquiddnico na forma livre como substratos para a sintese de diversos compostos volateis.

Ap0s o corte, as forrageiras a serem conservadas podem passar pelo processo de picagem, desidratagcdo ou
por ambos. Nesse momento, as células lesionadas estimulam a ativacdo dos genes responsaveis pela sintese
das enzimas lipases e peroxidases. As lipases tém como funcdo hidrolisar as ligacBes ésteres presentes nos
diversos lipideos vegetais — mono, di ou triglicerideos, galactolipideos, sulfolipideos, fosfolipideos e outros
glicolipideos ricos em &cido a-linolénico — para que ocorra a liberagfo dos AG. Estes AG livres servem de
substrato para as enzimas 9-LOX ou 13-LOX recém-sintetizadas, responsaveis pela oxidacdo dos atomos de
Carbono 9 e 13 da cadeia carbdnica, dando origem ao (9S)- ou (13S)-hidroperéxido, respectivamente
(Feussner e Wasternack, 2002; Farmaky et al., 2007). Em seguida, os &cidos linoleico, os a-linolénico ou os
araquidonico-hidroperdxidos podem ser convertidos a uma variada gama de compostos volateis, como
cetonas, hidroxidos, aldeidos, alcoois ou éteres. Esse caminho é definido pelo perfil enzimético presente no
meio que, por sua vez, depende da espécie vegetal em que o processo ocorre (Fall et al., 1999; Feussner e
Wasternack, 2002).

Quando comparados os impactos dos diferentes processos de conservacao de forragens sobre o contetido de
AG dos vegetais, percebe-se que a ensilagem é mais eficiente na manutencdo da composicdo original dos
lipides que a fenacdo. Tal fato se explica pelo rdpido estabelecimento de ambiente anaerdbio ap6s a
compactacdo do material a ser ensilado, dificultando a ocorréncia do processo oxidativo (Khan et al., 2012).
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Tabela 2. Comparacdo dos efeitos dos volumosos pastejados e conservados sobre as concentragBes de acidos graxos insaturados do leite de vacas (g/100 g de acidos graxos totais)

forénc Tipos de C18:3 ©-3 C18:2 ©-6 CLA cis-9 trans-11 C18:1 cis-9
eferéncias
volumosos  \/er4e  Conservado P Verde Conservado P Verde Conservado P Verde Conservado p
Timmen e :
Patton (1988) Pasto e silagem 0,84 0,36 - 2,20 2,27 - 1,34 0,27 - 25,2 17,0 -
Azlllgeé;)L Pasto e feno 1,65 1,29 <0,01 2,34 2,51 ns - - - 26,6 313 <0,01
K(eilgggtastl. Pasto e silagem 0,95 0,25 <0,01 2,25 2,62 <0,05 1,09 0,46 <001 347 26,6 <0,01
Wr&tgoelt)al. Pasto e silagem 0,71 0,38 <0,01 1,82 2,49 <001 0,72 0,41 <001 231 23,3 ns
Referanci Tipos de C12:0 C14:0 C16:0 C18:0
eferéncias
volumosos  y/erqe  Conservado P Verde Conservado P Verde Conservado P Verde Conservado p
Timmene :
patton (1088)  P2S©€ silagem 3,43 4,80 - 10,4 12,6 - 26,6 354 - 10,0 6.5 -
Azlllsgéa)l Pastoefeno 3,22 236 <001 108 8,2 <001 272 26,6 s 10,4 108 <005
Kggggg’" Pasto e silagem 1,70 259 <001 67 9,4 <001 242 30,7 <001 132 15,0 <0,05
Wf(lggoelt)aL Pasto e silagem 2,65 234 <001 1072 9,4 <001 312 31,7 ns 13,4 15,4 <0,01

Isignificativo quando P<0,05; ns — n&o significativo. Adaptado de Dewhurst et al. (2006)
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Figura 2. Figura esquematica da Via da Lipoxigenase. AOS, aleno oxido sintase; DES, divinil éter sintase;
a-DOX, a-dioxigenase; EAS, epdxi-alcool sintase; HPL, hidroxiperoxido liase; LOX, lipoxigenase; POX,
peroxigenase; AGPI, acido graxo poli-insaturado. Adaptado de Feussner e Wasternack (2002)

O grau de maturacéo é outro fator que impacta diretamente a composicao de AG das forragens. Sabe-se que
tanto o perfil de AG quanto a quantidade total de gorduras sdo influenciadas por ele (Dewhurst et al., 2006).
Em forrageiras tropicais, o contetido de AG e a proporgdo de C18:3 ®-3 é alto em plantas jovens e reduz-se
com a maturidade. Em plantas pré-senescentes (pré-floracdo), observa-se forte relagdo entre o contetido de
clorofila, ou seja, de tecidos fotossintetizantes, e os teores de C18:3 w-3 e de AG totais (Dewhurst et al.,
2006; Khan et al., 2012).

Diante do exposto, percebe-se que 0s experimentos que tenham por objetivo maximizar a producdo e a
secrecdo de AG do leite, com fungBes benéficas a salde humana, deverdo evitar volumosos conservados e
utilizar, preferencialmente, forrageiras frescas pré-floragéo.

4. O metabolismo dos lipideos no ramen

O metabolismo gastrico dos lipides advindos da dieta exerce grande influéncia sobre a composicdo da
gordura dos produtos originados dos ruminantes. Os AG insaturados, destacando-se o a-linolénico e o
linoleico, sdo encontrados em abundancia nas forragens verdes e em outros alimentos, mas se apresentam
em concentragdes baixas na carne e no leite (Jenkins et al., 2008). A predominancia de gordura saturada
nesses produtos faz com que o seu consumo seja frequentemente associado ao aumento da incidéncia de
doencas coronarianas (Menotti et al., 1999).

Os recentes avancos na identificacdo cromatografica dos diversos AGPI e dos isdmeros de CLA,
combinados com suas propriedades promotoras da salde humana e do desempenho animal, tém renovado o
interesse do meio cientifico em aprofundar seus esforgos no processo de BH e sua regulacdo em nivel
ruminal. Os estudos mais recentes estdo agora direcionados para a descoberta de novos AG intermediarios e
de suas possiveis acOes bioativas, para a identificagdo e classificacdo dos diversos microrganismos ruminais
presentes no processo de BH e para a predicdo do efluxo ruminal de AG insaturados e de outros
intermediarios da BH por meio da modelagem matemaética (Jenkins et al., 2008).

Os quatro estdmagos dos ruminantes, em especial o rimen, funcionam como barreira a impedir que os AG
insaturados provenientes da dieta alcancem o intestino delgado com sua estrutura molecular intacta. As duas
principais transformacfes por que passam os AG da dieta no rimen sdo a lip6lise e a bio-hidrogenacéo
(Beam et al., 2000; NRC, 2001; Jenkins et al., 2008).
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4.1. Alipdlise

O processo de lipolise € quimicamente definido como a hidrélise enzimética de lipideos — mono, di ou
triglicerideos, galactolipideos, sulfolipideos, fosfolipideos, entre outros — que gera como produtos finais AG
livres e uma molécula receptora, normalmente glicerol ou galactosideos (Drackley, 2000). Nos ruminantes,
assim que os lipideos presentes na dieta alcancam o rimen, ocorre extensa hidrolisacdo das ligacdes ésteres
dos mesmos por uma grande variedade de enzimas lipoliticas microbianas conhecidas por lipases ou lipases.
Esse passo é pré-requisito e limitante para que ocorra a BH ruminal dos AG insaturados (Harfoot e
Hazlewood, 1988; Bauman et al., 2003).

A primeira clivagem, isto é, a retirada do primeiro AG da estrutura dos lipideos, é o passo limitante do
processo, sendo os seguintes efetuados mais facilmente (Noble et al., 1974). Segundo Palmquist e Kinsey
(1993), quanto maior o grau de insaturagao, maior a taxa de ocorréncia de lip6lise (Tabela 3).

Tabela 3. Taxa de lipdlise ruminal de diferentes triglicerideos

Fonte de gordura Relacdo Insaturados:Saturados  Taxa de lipdlise (mg/L/h)
Oleos vegetais >3,0 225
Gordura animal 1,0 40
Gordura animal hidrogenada 0,5 12

Adaptado de Palmquist e Kinsey (1993)

A hidrélise dos lipideos da dieta é causada predominantemente por enzimas produzidas pelas bactérias
ruminais, havendo pouca influéncia de protozoarios ciliados, saliva ou lipases presentes nas plantas
(Harfoot e Hazlewood, 1988; Bauman et al., 2003; Dehority, 2003) e nenhuma dos fungos (Dehority, 2003).
Essas lipases, produzidas principalmente pelas bactérias das espécies Anaerovibrio lipolytica e Butyrivibrio
fibrisolvens, sdo enzimas extracelulares capazes de hidrolisar por completo os acilglicerois a AG livres mais
glicerol, com pequena producéo de mono e diglicerideos (Jenkins, 1993).

Em sistemas de producdo a pasto, o perfil de lipideos que chega ao rumen é reflexo direto da composicéo
das folhas das forrageiras. As folhas verdes sdo ricas em lipides, sendo que essa fragdo é composta
majoritariamente  por  galactolipideos (mono e  di-galactosildiglicerideos),  sulfolipideos
(sulfoquinovosildiglicerideos), fosfolipideos (principalmente, fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol e
fosfatidiletanolamina) e outros glicolipideos ricos em 4cido a-linolénico (Harfoot e Hazlewood, 1988;
Jenkins, 1993; Drackley, 2000). Em dietas com forragens conservadas e/ou ricas em concentrado, o perfil
lipidico ingerido é reflexo direto do tipo e da quantidade de grédo utilizado. Os principais lipideos presentes
nesse tipo de dieta séo, em geral, os triglicerideos ricos em &cido linoleico (Ribeiro, 2009a).

Conforme discutido anteriormente, os métodos de conservacao de forragem, como a ensilagem e a fenacéo,
levam a diminuigdo da concentracdo de AG no rimen devido a atividade oxidativa respiratdria celular, a
formacdo de polimeros, assim como a atividade das enzimas vegetais e dos microrganismos (Elgersma et
al., 2003; Dewhurst et al, 2006). Assim, a utilizagdo de meios de conservacdo de forragens tende a provocar
alteracBes na fracdo lipidica dos vegetais e, consequentemente, sobre a disponibilidade de AG livres no
rimen e passiveis de absorg¢do intestinal.

O pH ruminal € outro importante fator de impacto sobre a lipdlise. Como anteriormente apresentado, 0s
principais microrganismos responsaveis pela sintese de enzimas lipoliticas sdo as bactérias das espécies A.
lipolytica e B. fibrisolvens, sendo viaveis predominatemente em ambiente ruminal ndo acido, ou seja, com
pH acima de 6,0 (Jenkins, 1993).

Van Nevel e Demeyer (1996) estudaram o impacto da variacdo do pH ruminal sobre a lipélise de lipides de
origem vegetal ao adicionar diferentes quantidades de 6leo de soja (40 ou 80 mg) em 10 mL de amostras de
liquido ruminal com pHs distintos (6,8; 6,3; 5,9; 5,6 e 5,2). As incubag¢des duraram seis horas e as taxas de
lipélise foram calculadas a partir da reducéo da presenca de triglicerideos nos meios. Os autores observaram
que somente em incubacdes utilizando liquido ruminal com pH inferior a 6,0 houve redugéo significativa na
taxa de lipolise, sendo a inibicdo menor quanto menor fosse o pH (Tabela 4). Em um mesmo pH, a inibigdo
da lip6lise foi mais pronunciada nas incubagdes com 80 mg de 6leo de soja. Tais resultados permitiram aos
autores concluir que, apesar da taxa de lipolise ser influenciada por diversos fatores, a reducdo do pH
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ruminal a partir da utilizagdo de dietas ricas em concentrado podem ser estratégia para se proteger
parcialmente os AG presentes na dieta contra a lip6lise e, por consequéncia, contra a BH.

Tabela 4. Influéncia do pH do liquido de rimen sobre a taxa de lip6lise in vitro ap6s seis horas de
incubacéo

pH Soma* Inibicao?
40 mg de dleo de soja
6,8 30,89° -
6,3 29,56° 4,13°
59 27,342 11,442
5,6 18,90° 39,05
5,2 14,54° 52,38°
80 mg de 6leo de soja
6,8 58,722 -
6,3 58,62° -0,82°
59 38,58" 33,29°
5,6 30,86" 46,62°
5,2 14,96° 74,52°

'Soma em mg dos é4cidos graxos C16:0, 18:0, 18:1, 18:2 e 18:3 na forma de triglicerideos; Zinibicéo da
liplise calculada pela redugdo (%) nas concentragdes de triglicerideos em relagdo ao pH 6,8; *’letras
diferentes na coluna indicam valores diferentes (P<0,05); Adaptado de Van Nevel e Demeyer (1996).

4.2. A bio-hidrogenagéo ruminal

Harfoot e Hazlewood (1988) definiram a BH ruminal como o processo de conversdo dos AG insaturados a
saturados, via quebra (hidrogenacdo) das duplas ligaces, catalisada por enzimas microbianas, tendo como
produtos intermediarios, AG trans (Figuras 3, 4 e 5).

Os principais substratos da BH no rimen sdo os &cidos linoleico e a-linolénico ricamente encontrados nas
forragens verdes e gréos das dietas dos ruminantes. A BH completa desses &cidos resulta na sintese de acido
estearico (C18:0), fazendo com que ele seja 0 AG de maior concentracdo no liquido que eflui do rimen e,
consequentemente, na digesta que chega ao duodeno (Bauman et al., 2003; Lock e Bauman, 2011).

A taxa de BH se eleva com o grau de insaturagdo dos AG (Beam et al., 2000). Na maioria das dietas, a BH
do acido linoleico e linolénico varia entre 70 e 95%, e 85 e 100%, respectivamente (Doreau e Ferlay, 1994;
Glasser et al., 2008c). Essa taxa reduz-se quando ha fornecimento de dietas ricas em concentrado. Segundo
Bauman et al. (2003) isso ocorre devido a queda do pH ruminal e, consequentemente, a inibi¢do da lipdlise
microbiana (Bauman et al., 2003).

Muito se discute sobre o real motivo da ocorréncia da BH dos AG no ambiente ruminal. Alguns autores
sustentam a teoria de que ela seria uma forma de controle da concentragdo ruminal de H* (Ulyatt et al.,
2002). Mas a teoria mais aceita atualmente afirma que a hidrogenacdo dos AG agiria como uma ferramenta
de controle da fluidez das membranas celulares dos microrganismos e, consequentemente, da sua
permeabilidade (Dehority, 2003).

4.3. Microrganismos envolvidos na bio-hidrogenacéo

4.3.1 Bactérias

4.3.1.1. Bio-hidrogenacao sob pH ruminal n&o-4cido

As bactérias ruminais envolvidas com a principal rota de BH de AG no rimen sdo dispostas em dois

diferentes grupos (A e B) com base em suas acBes metabolicas (Kemp e Lander, 1984). Para que haja BH
completa dos AGPI da dieta, torna-se necessaria a acdo de ambos 0s grupos.
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O grupo A, composto principalmente por bactérias fibroliticas butirogénicas, sendo as principais
representantes B. fibrisolvens, Ruminococcus albus e R. flavifaciens, é extremamente eficiente em
hidrogenar os AGPI livres no rimen, tendo como principal produto intermediario o acido ruménico (CLA
cis-9 trans-11) e, como final, o acido vacénico C18:1 trans-11 (Figura 3). No entanto, nem toda bactéria
produtora de butirato produz o mesmo perfil enziméatico. As Eubacterium e Clostridium spp., por exemplo,
utilizam o linoleato e linolenato como substratos, mas produzem produtos intermediarios e finais diferentes.

cis9, cis-12 C18:2 cis-9, cis-12, cis-15 C18:3
Acido Linoleico Acido a-Linolénico

(Grupos A e B)
Isomerizagéo

(Grupos A e B) ) .
Isomerizagao cis9, trans-11, cis-15 C18:3

(Grupos A e B)
Hidrogenagéo

cis-9, trans-11 C18:2 trans-11, cis-15 C18:2
(Grupo A) (Grupo B)
H'((iGrUpO A)\ Hidrogenag&o | .~~~ wge”aqéo
idrogenacéo ‘,_,./
trans-11 C18:1 trans-15 and cis-15 C18:1
Acido Vacénico
(Grupo B)
Hidrogenagao l

- c18:0

Acido Esteéarico

Acido Estearico
Figura 3. Principais rotas metabolicas de bio-nidrogenacdo dos acidos linoleico e a-linolénico no rimen
sob pH ndo-4cido. Adaptado de Khanal e Dhiman (2004)

O grupo B é representado pelo Fusocillus spp. e pelo Clostridium proteoclasticum — reclassificado como
Butyrivibrio proteoclasticus. Atualmente, estas sdo as Unicas bactérias isoladas no rimen capazes de
converter AG poli-insaturados a acido estedrico C18:0 (Harfoot e Hazlewood, 1988; Jenkins et al 2008,
Buccioni et al., 2012).

O primeiro passo do processo de BH dos AG ruminais é a isomerizacdo das duplas ligagBes cis-12 para
trans-11, resultando em AG conjugados di ou trienoicos, seguida da hidrogena¢do das duplas ligagdes cis-9,
formando o acido vacénico C18:1 trans-11. O passo final consiste na hidrogenacdo das duplas ligacGes
trans-11, produzindo o &cido estearico C18:0, C18:1 trans-15 ou C18:1 cis-15 (Khanal e Dhiman, 2004).

Sabe-se que o grupo A é numericamente muito superior ao grupo B. Essa diferenca faz com que a
ocorréncia do Ultimo passo da cascata de reagdes seja limitada, fazendo com que a concentragdo do 4cido
vacénico se eleve, tornando-o o principal produto da BH ruminal.

Ao compreender as rotas metabdlicas da BH dos AG no rdmen, entende-se porque o0 aumento da
concentragdo de AGPI na dieta causa simultaneamente incremento nas concentracBes de AG mono-
insaturados e diminuigdo na concentracdo de saturados no rimen (Fellner et al., 1995).

Em 2010, McKain et al. publicaram resultados de um experimento in vitro avaliando as rotas de BH e
quantificando o grau de hidrogenacdo de isdmeros de CLA e AG C18:1 em culturas de diferentes categorias
de bactérias metabolizadoras de AG insaturados no ramen, entre elas: B. fibrisolvens (grupo A, pH néo-
acido), Propionibacterium acnes (pH acido) e B. proteoclasticus (grupo B) (Figura 4).

Os autores observaram que as rotas sdo totalmente dependentes dos tipos de microrganismos presentes no
meio e, consequentemente, do pH. Segundo os autores, trés principais rotas sobressairam: uma primeira,
responsavel por converter os isdomeros de CLA, produtos da isomerizagdo do acido linoleico, a C18:1 trans-
11; uma segunda, s6 encontrada em meio &cido e responsavel por converter os isdmeros geométricos do
CLA 10, 12 a C18:1 trans-10 ou cis-12; e uma terceira, protagonizada pela B. proteoclasticus, responsavel
por converter uma extensa gama de AG monoenoicos a acido estedrico. Confirmando, assim, as rotas
anteriormente propostas por Khanal e Dhiman (2004).
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Figura 4. Principais rotas metabdlicas de bio-hidrogenacdo dos isomeros de CLA avaliadas em culturas
bacterianas in vitro. Fonte: McKain et al. (2010), modificado.

A redugdo do CLA cis-9 trans-11 para C18:1 trans-11 é catalisada pela enzima trans-11 &cido
octadecadienoico redutase (Palmquist et al., 2005). Hughes et al. (1982) citados por Palmquist et al. (2005)
isolaram essa enzima da membrana plasmatica de B. fibrisolvens e observaram atividade maxima em faixa
de pHentre 7,2 ¢ 8,2.

Alguns suplementos dietéticos, como o éleo de peixe e outras fontes de AGPI, parecem inibir o Gltimo
passo da BH, causando aumento do fluxo de AG C18:1 trans e reducdo do fluxo de &cido estearico para fora
do rimen (Shingfield et al., 2003), além de reduzir os teores de gordura do leite. Esse fato ocorre devido a
acao deletéria desses lipideos sobre as bactérias do Grupo B (Bauman et al., 2003).

Ainda ndo estd claro qual realmente é o comportamento dos microorganismos ruminais e,
consequentemente, da BH dos AG, em situagdes de altas concentragfes de AGPI no rdmen. Beam et al.
(2000) conduziram um experimento que objetivou identificar fatores que influenciassem as taxas de lipélise
e de BH dos AG no rimen. Em vacas leiteiras recebendo dieta suplementada com 6éleo de soja, os autores
verificaram que a taxa de lipélise do 6leo declinava de 44%/h para menos de 30%/h quando se aumentava a
sua adicdo de 2 para 10% na MS da dieta. A taxa média de BH dos AG C18:2 foi de 14,3%/h, e declinou
1,2%/h a cada unidade percentual de C18:2 adicionada a dieta. J& Shingfield et al. (2008) observaram
aumentos lineares na BH dos &cidos oleico (P = 0,009), linoleico (P<0,001) e linolénico (P<0,001) & medida
que se aumentou o fornecimento de 6leo (0; 250; 500 e 750 g de 6leo de girassol/dia, equivalente a 0; 1,7;
3,3 e 5,0% do consumo diario de MS) via sementes de girassol na dieta de quatro vacas em lactacdo
alimentadas a base de silagem de capim.

Beam et al. (2000) também observaram que, comparado com 0 AG C18:2, as taxas de BH do C18:1 foram
ainda menores (3,6%/h, em média). A taxa de BH foi maior com o incremento do grau de insaturagdo da
cadeia carbdnica dos AG. Baseando-se nestes achados, os autores concluiram que a elevacdo das
concentragdes de acido linoleico na dieta tende a reduzir a taxa de BH e aumentar o fluxo pés-ruminal desse
AG. Isso se deve a inibicdo competitiva entre as enzimas isomerase e 0s AG insaturados de cadeia longa.

Estudos mais recentes tém verificado que os derivados polifendlicos vegetais, sendo o tanino o principal
exemplo, sdo capazes de reduzir eficientemente os processos de lipélise e BH no rimen, permitindo maior
aporte (25 a 35%) de AG mono e poli-insaturados e menor (20%) de saturados aos tecidos (Cabiddu et al.,
2010; Rana et al., 2012). Tais resultados sugerem que a adicdo dietética de algumas espécies de
leguminosas — como a Terminalia chebula, a Vicia sativa (ervilhaca; avica) ou a Trifolium incarnatum
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(trevo violeta) — podem agir como eficiente ferramenta na elevacdo dos teores de AG insaturados que saem
do rdmen e, consequentemente, na melhoria da qualidade da gordura dos produtos de origem animal.

4.3.1.2. Bio-hidrogenacéo sob pH ruminal baixo

Dietas ricas em carboidratos (CHO) rapidamente fermentaveis e/ou pobres em fibras tendem a reduzir o pH
ruminal e, como consequéncia, alterar a populacdo microbiana. Essa alteracdo de pH causa reducdo
numeérica nos grupos de bactérias dos grupos A e B e selecionam espécies resistentes ao ambiente acido
como a Megasphaera elsdenii, causando, assim, mudangas drasticas nas rotas de BH ruminal (Kim et al.,
2002).

As bactérias aciddfilas, além de reduzir as taxas de lipdlise e, com isso, as de BH ruminal, alteram os
caminhos metabolicos direcionando para a sintese do AG C18:1 trans-10 e para o0 CLA trans-10 cis-12, este
Gltimo, conhecido por reduzir o teor de gordura do leite (Figura 5) (Bauman et al., 1999; Baumgard et al.,
2002).

cis-9, cis-12 C18:2 cis-9, cis-12, cis-15 C18:3
Acido Linoleico Acido a-Linolénico

l Isomerizagéo

Isomerizag&o trans-lO, CiS'lZ, cis-15 C18:3
/ l Hidrogenagao
trans-10, cis-12 C18:2 trans-10, cis-15 C18:2
Hidrogenagé\ Hidrogenagéo ...______..--"""-""Wgenagéo
trans-10 C18:1 trans-15 and cis-15 C18:1

Hidrogenagéao l

C18:0
Acido Estedrico

Acido Estedrico

Figura 5. Principais rotas metab6licas de bio-hidrogenacéo dos acidos linoleico e a-linolénico no rimen
sob pH baixo. Adaptado de Khanal e Dhiman (2004).

Gudla et al. (2012) forneceram quatro dietas com dois niveis de volumoso — alto (70% MS) ou baixo (30%
MS) — e de 6leo — 50% 6leo de peixe e 50% 6leo de sojaa 0 ou 2 % da MS — para quatro bovinos fistulados
no duodeno, objetivando investigar os efeitos da variagdo do pH ruminal e do teor de dleo da dieta sobre
algumas cepas de bactérias e, consequentemente, sobre a BH ruminal. Os autores observaram que as
concentragdes de C18:1 trans-11 e CLA cis-9 trans-11 foram maiores (P<0,01) nos tratamentos com alto
volumoso e com a adicéo de 6leo; que as concentragdes de C18:1 trans-10 e CLA trans-10 cis-12 foram
maiores (P<0,01) nos tratamentos com baixo volumoso e adigdo de dleo; e que a adicdo de dleo elevou
significativamente a concentragdo de AG trans. Os autores também observaram que a concentracdo das
bactérias B. fibrisolvens, R. albus, R. flavifaciens, Anaerovibrio lipolytica e B. proteoclasticum foram
maiores (P<0,03) nas dietas ricas em volumosos.

Tais resultados sdo explicados principalmente pela variagdo do pH ruminal causado pelas diferentes
propor¢des de CHO fermentéaveis (Figura 6). Sendo essas bactérias sensiveis a ambientes ruminais acidos, é
compreensivel que haja menor taxa de BH e, por consequéncia, menores concentragdes de AG trans.

No entanto, como a reducdo do pH ruminal, em geral, ocorria concomitantemente ao fornecimento de dietas
ricas em concentrado, ndo ficava claro qual desses fatores era o real causador das alteracfes das rotas da
BH. Com o objetivo de responder a esse questionamento, Fuentes et al. (2009) publicaram resultados de um
experimento comparando os efeitos de dois pHs (6,4 versus 5,6) e duas relagcbes volumoso:concentrado
(70:30 versus 30:70) em arranjo fatorial 2 x 2 sobre os AG efluentes de um meio de cultura de fluxo
continuo e sobre os principais microrganismos associados a BH.
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Figura 6. Efeitos das concentragdes de volumoso e de 6leo na dieta de bovinos sobre o pH ruminal. HFC:
alto volumoso (70V:30C), sem adicdo de 6leo; HFO: alto volumoso (70V:30C), adicdo de 2% de 6leo na
MS (50% 6leo de peixe e 50% 6leo de soja); LFC: baixo volumoso (30V:70C), sem adi¢do de 6leo; LFO:
baixo volumoso (30V:70C), adicdo de 2% de 6leo na MS. Fonte: Gudla et al. (2012)

Os autores observaram que o pH igual a 5,6 reduziu os fluxos dos AG C18:0, C18:1 trans-11 e CLA cis-9
trans-11 e elevou os dos AG C18:1 trans-10, C18:2 -6, C18:3 »-3, C18:2 trans-11 cis-15 e CLA trans-10
cis-12 (Tabela 5). Esse pH também reduziu o nimero de bactérias das espécies A. lipolytica (72,1 versus
32,7 pg/10 ng de DNA total) e B. fibrisolvens (1395,4 versus 588 pg/10 ng de DNA total). A dieta rica em
concentrado reduziu os fluxos de C18:1 trans-10 e C18:1 trans-11, e elevou os de C18:1 cis-9, C18:2 »-6,
C18:3 w-3 e CLA trans-10 cis-12. Esses resultados permitiram verificar que o pH, e ndo a relacdo
volumoso:concentrado da dieta, é o principal fator regulador da BH de AG no rimen e que a reducéo do pH
direciona as rotas metabdlicas da BH para a sintese dos AG C18:1 trans-10 e CLA trans-10 cis-12.

Tabela 5. Efeitos do pH (6,4 versus 5,6) e da relagdo volumoso:concentrado (V:C) da dieta (BC: baixo
concentrado 70:30; AC: alto concentrado 30:70) sobre o efluxo de acidos graxos em cultura de fluxo
continuo (g/100 g de AG C18) no periodo de 1 hora p6s-ingestao

Acidos Graxos BC AC Valores de P
6,4 5,6 6,4 5,6 V:C pH V:CxpH
C18:0 478 118 485 10,2 0,872  <0,001 0,683
C18:1 trans-10 1,82c 27,12 0,35° 183" 0,027  <0,001 0,095
C18:1 trans-11 5718  1,06° 321 0,39° 0,008  <0,001 0,085
C18:1 cis-9 14,1° 20,6 15,8° 24,9° 0,012  <0,001 0,077
C18:2 w-6 17,7 274 189 31,8 0,049  <0,001 0,229
Ci8:2trans-11¢cis-15 0,15 1,04 012 1,18 0,430  <0,001 0,268
CLA cis-9 trans-11 011 0,03 0,07 0,004 0,175 0,005 0,693
CLA trans-10 cis-12 014 047 0,17 0,60 0,022  <0,001 0,128
C18:3 »-3 353 511° 497" 7,92° <0,001  <0,001 0,064

*Pletras diferentes na linha indicam valores diferentes (P<0,05); Fonte: Fuentes et al. (2009)

4.3.2. Protozoarios

Sabe-se que a defaunagdo da digesta ndo impede a ocorréncia da BH ruminal (Dawson e Kemp, 1969
citados por Jenkins et al., 2008), sugerindo, entdo, contribuicdo limitada dos protozodarios nesse processo.
No entanto, a maior parte da biomassa e, aproximadamente, trés quartos dos AG de origem microbiana
presentes no rimen advém dos protozoarios (Williams e Colleman, 1992). Nos protozoérios, esses lipides
sdo consideravelmente — duas a trés vezes — mais insaturados, em comparagdo com aqueles presentes nas
bactérias (Figura 7) (Devillard et al., 2006).

Or-Rashid et al. (2007) estudaram a composicdo de AG de mix de bactérias e protozodrios que deixavam o
abomaso de vacas alimentadas com silagem de milho e feno de alfafa sem suplementacdo lipidica e
observaram que as concentragdes de AG na estrutura dos protozoarios eram expressivamente mais ricas em
AGPI (P = 0,001), CLA (P = 0,003) e acido vacénico (P = 0,001) (Tabela 6). Os resultados sugerem que
esses microrganismos possuem papel importante na definicdo dos AG incorporados a carne e ao leite desses
animais.
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Figura 7. Perfil dos principais AG insaturados presentes na composicdo de bactérias e de protozoarios
ruminais isolados 1 e 6 horas apos a ingestdo de alimentos. Adaptado de Devillard et al. (2006)

Tabela 6. Composi¢do de acidos graxos C18 (g/100 g de acidos graxos) de bactérias e protozoarios
ruminais presentes no abomaso de vacas alimentadas com silagem de milho e feno de alfafa sem
suplementacdo lipidica

Acido graxo Bactéria Protozoario EPM pt

18:0 42,7 18,9 1,8 0,009
18:1 trans-11 2,046 6,561 0,33 0,001
18:1 trans Totais 3,60 9,66 0,37 0,007
18:1 cis Totais 3,15 8,89 0,46 0,008
18:2 cis-9 cis-12 1,486 7,125 0,110 <0,001
18:3 »-3 0,338 1,459 0,052 <0,001
CLA cis-9 trans-11 0,154 1,324 0,038 0,002
CLA trans-10 cis-12 0,015 0,022 0,0023 0,01

CLA Total 0,281 1,905 0,065 0,003
Saturados Cadeia Média 37,5 46,1 0,87 0,02

Saturados Cadeia Longa 51,6 23,1 15 0,004
Saturados Totais 89,0 69,2 0,92 <0,001
Monoinsaturados Totais 8,31 19,1 0,71 0,001
?g'tgi'ssat“rados ©-6 1,90 7,47 0,12 <0,001
Poll-insaturados -3 0,44 153 0,046 <0,001

! significancia. Adaptado de: Or-Rashid et al. (2007)

Diferentes espécies de protozoarios ciliados apresentam distintas composi¢fes de AG. Em espécies maiores,
como as fibroliticas ciliadas Ophryoscolex caudatus e Epidinium ecaudatum caudatum, as concentragdes de
CLA e &cido vacénico sdo, aproximadamente, dez vezes maiores em comparagdo com aquelas observadas
em algumas espécies de menor tamanho, como as Entodinium nanellum (Devillard et al., 2006; Jenkins et
al., 2008).

Apesar de serem ricos em CLA, &cido vacénico e outros AG insaturados, 0s protozoarios ndo sdo capazes
de sintetizar esses AG devido a auséncia de genes responsaveis pela sintese das enzimas acido graxo
desaturases (Devillard et al., 2006). Descobriu-se mais tarde que tais concentragdes de AG explicam-se
devido a alta taxa de incorporacdo de AG advindos da ingestdo da parede celular de bactérias, essas sim,
sintetizadoras e incorporadoras dos isdmeros de CLA, C18:1 trans e AG insaturados (Jenkins et al., 2008).

Yanez-Ruiz et al. (2006) avaliaram o fluxo duodenal em novilhas e observaram que entre 12 e 15% dos

lipides microbianos, entre 30 e 43% do CLA (cis-9 trans-11 e trans-10 cis-12) e 40% do &cido vacénico
C18:1 trans-11 eram originados de protozodarios. Tais observacfes comprovam que, apesar de ndo serem
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capazes de sintetizar tais AG, os protozoarios possuem papel fundamental na sua disponibilizacdo para os
animais hospedeiros.

4.3.3. Fungos

Os fungos anaerdbios, por serem numericamente inferiores e metabolicamente menos ativos que as
bactérias, apresentam pouca influéncia sobre o processo de metabolismo de AG. No entanto, eles podem
contribuir para o metabolismo lipidico no rimen devido & capacidade de sintese da enzima A°-desaturase,
também conhecida por estearoil-CoA desaturase, por algumas espécies (por exemplo, Piromyces
communis), utilizando acidos estearico e vacénico como substratos para a sintese de acido oleico C18:1 cis-
9 e CLA cis-9 trans-11, respectivamente (Nam e Garnsworthy, 2007).

5. Modos de fornecimento da dieta

De modo geral, os principais métodos de fornecimento dos alimentos em sistemas de producéo de bovinos
leiteiros restringem-se ao método de pastejo, cujo fornecimento do concentrado é feito de forma fracionada
ou Unica no dia, ou por meio do sistema de mistura total. O termo mistura total, derivado do inglés Total
Mixed Ration (TMR), designa a mistura constituida de alimentos volumosos e ingredientes concentrados
que séo fornecidos ao animal em uma mistura Unica e homogénea.

Esse modo de fornecimento de dieta tem por objetivos principais assegurar o consumo balanceado de
nutrientes a fim de suprir requerimentos nutricionais especificos; impedir o deshalanceamento da dieta
devido a sele¢do dos ingredientes; permitir maior estabilidade do ambiente ruminal, principalmente
relacionada a menor variagdo do pH, ja que o consumo de concentrados é sempre acompanhado da ingestdo
de alimentos volumosos; reduzir a incidéncia de distarbios digestivos e metabdlicos; facilitar o
fornecimento da dieta em regimes de confinamento; e reduzir a competicdo entre animais (Coppock et al.,
1981; Assis, 1997).

Em sistemas de produgdo de leite no Brasil, € mais comum que ocorra a ingestdo do volumoso por meio de
pastejo, e o fornecimento da suplementacdo energético-proteica em cochos no momento ou imediatamente
apos as ordenhas (uma ou duas) (Costa et al., 2003). Entretanto, esse modo de fornecimento de dieta tende a
causar impactos negativos no ambiente ruminal, induzindo a mudangas ndo-desejaveis nas rotas de bio-
hidrogenacdo ruminal e, consequentemente, nas concentracdes de AG intermediarios (Dewhrust et al.,
2006).

Assim, imagina-se que a mistura total e o fornecimento fracionado do concentrado ajam de maneiras
distintas no meio ambiente ruminal e, por consequéncia, nas rotas de BH ruminal e sobre os AG secretados
pela glandula mamaria.

6. Produtos intermediarios da bio-hidrogenagdo ruminal

A busca em estabelecer as rotas bioquimicas secundérias da BH ruminal tem recebido atencdo especial do
meio cientifico nos ultimos anos. Estudos in vivo da digesta de caprinos e bovinos tém revelado extensa
gama de isdbmeros de CLA e C18:1 trans anteriormente desconhecida, e sugerem que muitas outras rotas de
intermediarios ainda necessitam ser estudadas. Os itens a seguir — 6.1 a 6.4 — apresentam as Ultimas
descobertas relativas aos AG intermediarios da BH dos é&cidos oleico, vacénico, linoleico e linolénico.

6.1. Acido oleico

A BH do &cido oleico é frequentemente apresentada como um passo Unico e direto para a formacao do acido
estearico, sem que haja qualquer intermediario. No entanto, Jenkins et al. (2006) mostraram que é muito
comum a ocorréncia de isomerizagdo cis ou trans (cis/trans) desse AG, influenciada pela presenca de
diferentes espécies de bactérias no ambiente ruminal. Esses autores propuseram que a rota de BH do acido
oleico pode ocorrer tanto diretamente para o acido estearico como para formar AG intermediarios com
cadeias oxigenadas (10-OH 18:0 e 10-O 18:0) e com duplas ligagcdes entre os carbonos 6 e 16 da cadeia
carbonica (Figura 8). Essa teoria é reforgada pelo fato de que vacas leiteiras alimentadas com dietas ricas
em &cido oleico tendem a secretar leite com maiores teores de AG C18:1 trans (Selner e Schultz, 1980).
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Segundo Doreau et al. (2009), estudos in vitro indicam que o grau de BH ruminal do acido oleico é inferior
ao dos &cidos linoleico e a-linolénico (Tépico 4.2), variando entre 58 e 87%.

10-0 18:0 q=====-= 10-OH 18:0 € ===cc=cmncnas cis-9 18:1

frans-10 18:1  trans-11 18:1 frans-12 to frans-16 18:1
trans-6 18:1 trans-7 18:1 trans-9 18:1

TR S T A

18:0

Figura 8. Rotas metabdlicas de bio-hidrogenacédo do &cido oleico. Fonte: Shingfield et al. (2010).

Algumas espécies de bactérias sdo capazes de alterar a configuracdo cis dos seus AG de membrana para a
configuragdo trans. Elas lancam méo desse engenhoso artificio com o objetivo de reduzirem a
permeabilidade das suas membranas celulares agindo, assim, como dispositivo de protecdo contra
substancias inibidoras do crescimento ou outras injdrias externas (Okuyama et al., 1991 citados por Jenkins
et al., 2008).

Kemp et al. (1975) observaram que algumas bactérias do género Fusocillus eram capazes de converter
acido oleico a C18:1 trans. Esta conversdo foi estudada mais recentemente por Mosley et al. (2006), usando
4cido oleico marcado com **C incubado in vitro em culturas de bactérias ruminais. A incubagéo resultou na
deteccdo do *3C tanto em moléculas de acido esteérico como em varios tipos de isdmeros C18:1 trans com
duplas ligagdes entre os carbonos 6 a 16.

Estudos adicionais demonstraram que a isomerizacdo do acido oleico pode ser drasticamente alterada pelas
condic@es ruminais. Abu-Ghazaleh et al. (2005) verificaram que tanto a reducdo do pH — de 6,5 para 5,5 —
como o incremento na taxa de passagem da fase liquida — de 5 para 10% - de um meio de cultura de fluxo
continuo inibiram a formac&o de duplas ligacbes em posicGes inferiores ao do carbono 10.

6.2. Acido vacénico

Durante o processo de BH do &cido vacénico, o principal AG C18:1 trans encontrado no rimen, ocorre a
formacdo de diversos isdbmeros intermediarios cis/trans da mesma forma que se da com o &cido oleico
(Laverroux et al., 2011). Esses autores coletaram liquido de rimen de animais adaptados com duas dietas:
rica em gréos (40% de volumoso + 60% de concentrado); e rica em volumoso (100% de volumoso). Ao
liquido ruminal foi adicionado 4cido vacénico marcado com *3C e, ap6s 0, 5 e 24 horas de incubagdo in
vitro, quantificou-se a sintese de AG contendo esse isdtopo na cadeia carbonica. Os autores encontraram **C
ndo s6 no &cido esteédrico, mas em todos os isdmeros C18:1 cis e trans identificados em cromatografia
gasosa (cis-7 a cis-14 e trans-6 a trans-16). Desde as 5 h p6s-incubacdo ja foi possivel verificar intensa taxa
de isomerizacfo. As quantidades de **C encontradas nas cadeias carbonicas mostraram que 95% do acido
vacénico adicionado nas culturas foi saturado durante as primeiras 5 horas de incubagdo em liquido ruminal
vindo da dieta rica em grdo, contra 78% daquele originado da dieta rica em volumoso, ndao havendo
diferenca entre tratamentos apds 24 horas de incubacgéo.

Os resultados sugerem que o incremento da relacdo volumoso:concentrado permite elevar a taxa de

isomerizacao e reduzir a de saturacdo do acido vacénico, permitindo, assim, a formagdo de variada gama de
isdmeros cis/trans.
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6.3. Acido linoleico

O conhecimento sobre as rotas de hidrogenacdo do acido linoleico permaneceu inalterado até bem
recentemente. Ainda em 2007, Ribeiro et al. propuseram que a conversdo desse AG em acido estearico
produzia apenas dois intermediarios — CLA cis-9 trans-11 e C18:1 trans-11. No entanto, hoje ja se sabe que
existe uma vasta gama de intermediarios do acido linoleico no contetdo ruminal e, consequentemente, na
carne e no leite de ruminantes (Shingfield et al., 2010) (Figura 9).
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Figura 9. Rotas metabdlicas de bio-hidrogenagdo do &cido linoleico. Fonte: Shingfield et al. (2010).

Vérios estudos in vivo e in situ relataram a existéncia de isdmeros de CLA com duplas ligages variando
entre C7 e C9 a C12 e C14 (Tabela 7). Na maioria dos trabalhos, o isémero cis-9 trans-11 foi 0 mais
prevalente no conteddo ruminal de bovinos, sendo o Unico passivel de identificacdo por meio das antigas
técnicas de analise cromatogréfica. A disponibilizacdo de colunas mais longas — 100 m ou mais — para 0
cromatdgrafo gasoso, somado a novas técnicas de espectroscopia de massa tornou possivel a separagdo e a
identificacdo de isdmeros de CLA secundérios (Jenkins et al., 2008).

Tabela 7. Referéncias de trabalhos que identificaram isdmeros do &cido linoleico conjugado (CLA) no

conteido ruminal, de acordo com a posicéo e a geometria das duplas ligagdes. Adaptado de
Jenkins et al. (2008)
Posi¢do das insaturacgdes cis / cis cis / trans trans / cis trans / trans
7,9 a ab
8,10 ae abd
9,11 cde abcd e abd
10, 12 e abcde abd
11,13 d abde abe abcde
12,14 b

a = Piperova et al. (2002); b = Shingfield et al. (2003); ¢ = Loor et al. (2002a); d = Duckett et al. (2002); e
= Loor et al. (2004).

O isbmero de CLA trans-10 cis-12 vem chamando a atengdo nos Ultimos tempos tanto por sua concentragao
como pela acdo sobre a fisiologia da fémea ruminante em lactacdo. Kim et al. (2002) e Ando et al. (2004)
demonstraram que algumas linhagens de bactérias Megasphaera, Bifidobacterium, Propionibacterium,
Lactococcus, Streptococcus e Lactobacillus eram capazes de produzir quantidades significativas desse
isbmero. Esses géneros ocorrem no rimen em baixas concentracdes e, principalmente, sob condicdo de
baixo pH ruminal. Isso explica a origem das rotas metabdlicas apresentadas anteriormente na Figura 5.

6.4. Acido linolénico

Poucos estudos se dispuseram a analisar os isdmeros do &cido linolénico presentes no contetdo ruminal,
dificultando, assim, a descoberta de novos intermediarios e a expansdo do conhecimento das possiveis rotas
de BH (Jenkins et al., 2008). A recente descoberta da existéncia de inimeros intermediarios C18:1, C18:2 e
C18:3 originados da BH do acido o-linolénico (sumarizada na Figura 10) indica que as rotas metabolicas
sugeridas atualmente para descrever a BH apresentam, na verdade, apenas uma pequena fracdo de todos os
intermedidrios que realmente sdo formados no rimen (Shingfield et al., 2010).
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Figura 10. Rotas metabdlicas de bio-hidrogenacéo do &cido a-linolénico. Fonte: Shingfield et al. (2010).

Estudando o fluxo duodenal de vacas em lactacdo alimentadas com dietas convencionais, Loor et al. (2004)
observaram a presenca dos isémeros C18:3 cis-9 trans-12 cis-15, cis-9 trans-12 trans-15 e trans-9 trans-12
trans-15. Ao adicionarem dleo de linhaga — importante fonte de 4cido a-linolénico - na dieta, esses autores
reportaram aumento (P<0,05) consideravel (+45%) na concentragdo desses trés AG.

Destaillats et al. (2005) observaram que dois AG linolénicos conjugados (C18:3 cis-9 trans-11 cis-15 e
C18:3 cis-9 trans-13 cis-15) estavam presentes em concentragdes razoaveis (0,3%) em todas as amostras de
gordura do leite de vacas por eles analisadas. Os autores propuseram que ambos 0s isdmeros seriam 0s
intermedi&rios iniciais da BH do &cido linolénico e que seriam subsequentemente reduzidos a dois dienos
ndo conjugados (C18:2 trans-11 cis-15 e C18:2 cis-9 trans-13) e dois dienos conjugados (CLA cis-9 trans-
11 e CLA trans-13 cis-15).

Nessa mesma linha de pesquisa, Wasowska et al. (2006) apresentaram rota alternativa de BH do &cido
linolénico onde, segundo eles, somente seria possivel a formacdo de dois isbmeros C18:3 (cis-9 trans-11
cis-15 e trans-9 trans-11 cis-15) e um C18:2 ndo conjugado (trans-11 cis-15), mas ndo seria possivel a
formacéo de C18:2 conjugados.

Mais recentemente, essa teoria foi questionada por Lee e Jenkins (2011). Os autores adicionaram acido a-
linolénico (C18:3 cis-9 cis-12 cis-15) marcado com o is6topo *C em amostras de liquido ruminal (pH 6,5) e
avaliaram a velocidade de desaparecimento desse AG e a formagdo de novos AG contendo esse isdtopo na
cadeia carbdnica. Ap6s 48 h de incubagdo in vitro, observaram aumento na concentracdo de oito isdbmeros
de CLA contendo °C. Os isémeros de CLA com maiores elevacdes na concentragdo foram o CLA cis-12
cis-10; CLA cis-9 cis-11 e CLA trans-8 trans-10, com elevacBes de 21,7%; 20,1% e 21,1%,
respectivamente. Os cinco isdbmeros restantes, incluindo o CLA cis-9 trans-11, apresentaram elevacdo
média de 15% nas suas concentracdes. Observou-se também aumento na concentracdo de grande variedade
de AG C18:2 e C18:3 ndo conjugados e parcialmente conjugados.

Diante da complexidade e das incertezas observadas, percebe-se que ainda ha muito que se pesquisar sobre
as rotas da BH do acido linolénico no rdmen.

7. Sintese de novo de acidos graxos nos ruminantes

Em condicOes aerdbias, as células eucaridticas dos organismos multicelulares oxidam as suas fontes
orgénicas de energia a CO, e agua. Essa fase aerdbia do catabolismo energético celular é conhecida como

respiracdo celular. A respiracéo celular é dividida em trés estagios: Gliclise, Ciclo do Acido Citrico (CAC
ou Ciclo de Krebs) e Fosforilagdo Oxidativa (Nelson e Cox, 2004).
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Durante a glicolise, que ocorre no citosol celular, as moléculas de glicose sdo oxidadas, produzindo
fragmentos de trés carbonos na forma de Piruvato. Uma vez que o Piruvato atravessa a parede mitocondrial,
é convertido em Acetil-CoA. Na matriz mitocondrial, dependendo do status fisiolégico ou da espécie
animal, alguns aminoacidos (AA), AG e, no caso especifico dos ruminantes, o acido graxo volatil (AGV)
acetato também pode ser convertido a Acetil-CoA e encaminhado para o primeiro passo do CAC (Nelson e
Cox, 2004).

O CAC é a rota final comum da oxidacédo aer6bia dos CHO, lipideos e proteinas, ja que a glicose, 0s AG e a
maioria dos AA sdo metabolizados a Acetil-CoA ou alguma outra molécula intermediaria do ciclo. Ele
também exerce papel central na gliconeogénese, lipogénese e na interconversdo de AA (Nelson e Cox,
2004).

Durante o CAC, as moléculas de Acetil-CoA sdo oxidadas produzindo CO, e energia. A energia liberada
pela oxidagdo é conservada na reducio de trés moléculas de NAD", um FAD e na producdo de um ATP.
Apesar de o ciclo gerar diretamente apenas um ATP por giro, as quatro oxidacfes sdo capazes de gerar
elevado fluxo de elétrons na cadeia respiratéria via NADH e FADH, (Nelson e Cox, 2004).

No terceiro e Ultimo estagio da respiragdo celular, essas coenzimas sdo também oxidadas, gerando prétons
(H") e liberando elétrons. Estes so transferidos para moléculas de O, em um complexo conjunto de reagoes
quimicas entre moléculas eletrocarreadoras, chamado cadeia respiratoria. Durante as transferéncias de
elétrons, grande quantidade de energia é liberada e conservada na forma de ATP, que é utilizado, entéo, no
trabalho celular (Nelson e Cox, 2004).

Nas células dos organismos aerébios, 0 CAC pode agir tanto de forma catabdlica, degradando moléculas
organicas para a sintese de energia (ATP, GTP, NADH ou FADH,), quanto anabdlica, sintetizando
compostos necessarios para as reagdes bioquimicas dos diversos tecidos. A esses caminhos bioquimicos
alternativos ndo usuais € dado o nome de ReacOes Anapleréticas (Figura 11).
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Figura 11. Papel do Ciclo do Acido Citrico no anabolismo celular. Fonte: Nelson e Cox (2004)

Além do importante papel no catabolismo oxidativo dos CHO, AG e AA, o ciclo gera precursores para
diversas outras rotas metabodlicas. O o-cetoglutarato e o Oxaloacetato produzidos durante 0 CAC podem,
por exemplo, servir de precursores para a sintese dos AA aspartato e glutamina por transaminacao simples.
Ja& o citrato, sintetizado no inicio do giro, pode originar tanto energia, na forma de NADPH, quanto Acetil-
CoA na matriz citoplasmatica, estando ambos presentes no processo de sintese de novo e na elongacao da
cadeia carbdnica dos AG no citoplasma celular (Nelson e Cox, 2004).
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O termo sintese de novo caracteriza o processo de sintese de novas moléculas a partir de precursores
advindos do sangue. No caso dos AG, caracteriza a sintese de cadeias carbonicas pequenas e médias —
menores ou iguais a 16 carbonos — a partir de moléculas altamente energéticas, como 0s AA, os CHO, os
AGVs ou, até mesmo, outros AG.

O leite dos ruminantes normalmente contém entre 3 e 5 % de gordura total, dependendo de uma série de
fatores como nutricdo, estagio de lactacdo e genétipo (Chilliard et al., 2003a). A gordura lactea é composta
basicamente por triglicerideos (TG) — entre 96 e 98% - sendo 0s AG de cadeia de 4 a 18 carbonos, 0s mais
abundantes (Jensen, 2002). Os AG incorporados aos TG séo derivados de duas fontes principais: captacéo
de AG pré-formados originados da circulacéo periférica; e sintese de novo de AG nas células secretoras da
glandula mamaria. A sintese de novo de AG nos bovinos participa com, aproximadamente, 60% (em base
molar) ou 40% (em peso) do total de AG secretados no leite (Bauman e Davis, 1974, citados por Shingfield
et al., 2010).

Nas fémeas em lactacdo, a glandula mamaria torna-se o principal local de sintese de AG, ultrapassando até
mesmo o tecido adiposo e o figado (Baticz et al., 2002). No tecido mamario das fémeas ruminantes, o
acetato é o principal precursor de AG, agindo tanto como fonte de carbono quanto como de energia para
realizacdo das reacdes quimicas. Essa € uma estratégia interessante, ja que os ruminantes sdo naturalmente
hipoglicémicos. A pouca glicose produzida durante a digestdo pode ser poupada e utilizada em outras rotas
metabdlicas, como a sintese de lactose, por exemplo.

As células do epitélio mamario sintetizam os AG de cadeia curta e média usando, basicamente, o acetato e o
B-hidroxibutirato como substratos. Os AG sintetizados de novo respondem por todo os C4 a C12, 95% dos
C14 e, aproximadamente, 50% dos C16:0 secretados no leite, enquanto que todo AG com cadeia carbdnica
igual ou superior a 18 é proveniente da circulacdo sanguinea (Chilliard et al., 2000). O processo bioquimico
responsavel pela sintese de AG nas células mamarias como um todo é extremamente complexo, sendo os
pontos-chave apresentados a seguir, na Figura 12:
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Figura 12. Representacdo esquematica das rotas metabolicas relacionadas a sintese de acidos graxos no
tecido mamario dos ruminantes. Adaptado de Murray et al. (2003)

a) Sintese do Acetil-CoA: o acetil-CoA, molécula chave na sintese de AG, pode ser originada diretamente
do acetato e do B-hidroxibutirato livre no citoplasma por meio da agdo da enzima Acetil-CoA Sintetase
(passo 1 da Figura 12), ou a partir da lise do citrato pela acdo da ATP Citrato Liase (passo 5 da Figura 12).
O primeiro caminho é a principal fonte de C para os AG.

b) Formacdo da Malonil-CoA a partir da Acetil-CoA: a conversdo do acetato a malonil-CoA, catabolizada
pela enzima Acetil-CoA Carboxilase, € um processo irreversivel (passo 6 da Figura 12). Essa reacdo é
considerada o principal ponto de regulacdo da lipogénese.

¢) O complexo Acido Graxo Sintase (AGS) recebe os grupos Acetil e Malonil: as cadeias de carbono dos
AG sdo montadas em um processo ciclico repetitivo pela acdo do complexo enzimatico AGS, que
acrescenta dois carbonos — vindos do grupo malonil — a um acetil originado do Acetato ou do B-
hidroxibutirato em cada ciclo. Esse fato explica porque toda gordura sintetizada na glandula mamaria dos
ruminantes tem cadeia carbonica par.

d) O complexo AGS libera o AG recém-formado: quando a cadeia chega a 16 carbonos (Palmitato) o AG
deixa o ciclo pela agdo da Tioesterase ou Deacilase — uma das sete enzimas que compdem o complexo
AGS. Na glandula maméria, existem varios tipos de Tioesterases, sendo que cada uma é responsavel por
liberar o AG com determinado comprimento de cadeia — C8, C10 ou C12 (Nelson e Cox, 2004).

7.1. Fontes de carbono utilizadas na sintese de acidos graxos

O acetato, principal produto da digestdo microbiana no rimen, pode seguir dois caminhos no processo de
sintese dos AG: entrar passivamente no citosol e 1a sofrer a acdo da enzima Acetil-CoA Sintetase (passo 1
da Figura 12), para que seja convertido diretamente a acetil-CoA; ou entrar na mitocéndria para depois ser
oxidado a acetil-CoA (passo 8 da Figura 12). Como as paredes mitocondriais sdo impermeaveis ao Acetil-
CoA, torna-se necessaria sua conversao ao citrato para posterior reagdo com a ATP Citrato Liase (passo 5
da Figura 12) e retorno a forma de acetil.

Para Bauman e Davis (1974), a utilizacdo de glicose e acetato mitocondrial como fontes de carbono para o
esqueleto dos AG recém-sintetizados parece ser restrito em ruminantes devido a, pelo menos, dois fatores: a
atividade da Piruvato Desidrogenase (enzima responsavel pela conversdo do piruvato a Acetil-CoA) é
extremamente baixa nos tecidos dos ruminantes; e a atividade da ATP-Citrato Liase, responsavel pela
clivagem do citrato a acetil-CoA no citosol, ¢ muito baixa no tecido mamario dos ruminantes. Assim, o
citrato, advindo tanto da glicose quanto do acetato intramitocondrial, ndo seria fornecedor de carbono em
quantidades significativas.

Smith e Prior (1986), comparando a lipogénese no tecido adiposo de ovinos e bovinos, relataram, assim
como Bauman e Davis (1974), que a baixa atividade da ATP-Citrato Liase realmente limitaria a sintese de
AG nos ovinos, mas que seria improvavel que essa enzima também agisse como limitante nos tecidos dos
bovinos. Assim, os dados indicariam que o argumento proposto por Bauman e Davis (1974) ndo seria valido
para ambas as espécies. Tal fato pode ser confirmado pelos dados apresentados na Tabela 8, publicada por
Hanson e Ballard (1967), que sugerem que a acdo da ATP Citrato Liase nos bovinos € muito superior a dos
ovinos, ndo permitindo, entdo, generalizacGes entre espécies.

Tabela 8. Atividade das enzimas envolvidas na sintese de &cidos graxos (umoles/min/g de tecido)

) . Animais
Enzima Reacéo - - -
Cobaias Ovinos Bovinos
ATP-Citrato Liase citrato—acetil-CoA 53 9 24
Malato Desidrogenase malato—piruvato 323 67 63
Acetil-CoA Sintetase acetato—acetil-CoA 39 125 75

Adaptado de Hanson e Ballard (1967)
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Os dados da Tabela 8 também sugerem que tanto o acetato — ou o B-hidroxibutirato — intramitocondrial,
substrato para enzima a ATP-Citrato liase, quanto o acetato citoplasmatico, substrato para a Acetil-CoA
Sintetase, sdo fontes importantes de carbono para a sintese de AG nos bovinos.

7.2. Fontes de energia utilizadas na sintese de acidos graxos

A sintese de AG requer quantidades significativas de energia que, na sua maioria, vem na forma de NADPH
originado do citoplasma. Teoricamente, sdo necessarias 14 moléculas de NADPH — o equivalente a 35 ATP
— para que ocorra a sintese de uma molécula de acido palmitico (palmitato). Suas principais fontes no tecido
mamario sdo a descarboxilagdo oxidativa da glicose-6-fosfato no Ciclo das Pentoses ou Pentose Fosfato
(passo 2 da Figura 12); a descarboxilacio oxidativa do malato, catalisada pela Malato Desidrogenase (passo
3 da Figura 12); e a descarboxilacdo oxidativa do isocitrato citoplasmatico, catalisada pelo ciclo da
Isocitrato Desidrogenase (passo 4 da Figura 12) (Murray et al. (2003).

A contribuicdo de energia que cada um desses ciclos oferece para a ocorréncia da sintese de AG nas células
dos bovinos ainda é controversa. Smith et al. (1983) propuseram que de 33 a 43% do NADPH utilizado na
sintese de AG a partir do acetato na glandula mamaria de vacas seria originado no ciclo das pentoses, de 36
a 60% da Isocitrato Desidrogenase e uma pequena fracdo pela Malato Desidrogenase. J& Smith e Prior
(1986) estimaram entre 51 a 67% originado do ciclo das pentoses, sendo o restante fornecido pelas outras
vias em proporcdes ndo conhecidas.

Deve-se entdo ter em mente que a acdo da enzima malato desidrogenase pouco contribui para a lipogénese e
que o ciclo das pentoses € o ciclo da isocitrato desidrogenase sdo as duas principais fontes de energia para a
ocorréncia desse processo.

8. Controle da lipogénese mamaria

Durante o fornecimento de uma dieta redutora do pH ruminal para vacas em lactacdo (relagdo
volumoso:concentrado de 25:70, mais adicdo de 5% de 6leo de soja), Piperova et al. (2000) observaram que
a secrecdo de gordura no leite reduzia drasticamente (-42,9% em relacdo ao teor, P<0,001; e -43,3% em
relacdo a producdo diaria, P<0,001). Numa anélise mais detalhada, os autores verificaram que houve
comprometimento na atividade das enzimas mamérias Acetil-CoA Carboxilase (-62%, P<0,001),
responsével pela conversdo do Acetil-CoA a Malonil-CoA (passo 6 da Figura 12); e AGS (-44%, P<0,001),
responsavel pela utilizagdo do Malonil-CoA na elongacdo da cadeia carbbnica da molécula de AG (passo 7
da Figura 12). Em suas conclus0es, os autores sugeriram que AG intermedidrios, sintetizados durante a BH
ruminal parcial, em pH reduzido, em especial o isdmero CLA trans-10 cis-12, seria o responsavel pela
reducéo das atividades das referidas enzimas.

Essa teoria foi amplamente discutida em diversos experimentos posteriores (Baumgard et al., 2002; Moon et
al., 2002; de Veth et al., 2004; Peterson et al., 2004; Yang et al., 2004; Rudolph et al., 2005; Sampath e
Ntambi, 2005; Harvatine et al, 2006). Outros estudos a esse respeito sugeriram que outros AG, além do
CLA trans-10 cis-12, também seriam capazes de reduzir a lipogénese por meio da inibigdo da transcrigdo de
enzimas e proteinas. Entre os j4 identificados inclui-se o CLA trans-9 cis-11 (Perfield et al., 2007).

A sintese de novo de gordura na glandula mamaria pode ser regulada nos seguintes momentos: durante a
transcricdo do DNA para a sintese de RNAm; durante a traducdo do RNAm no processo de sintese de
enzimas; ou diretamente sobre a atividade enzimatica (Baumgard et al., 2002). A regulacdo da sintese
lipidica e o papel dos AGPI nessa regulagdo tém sido extensivamente estudados em roedores e em culturas
celulares, especialmente hepatdcitos (Sampath e Ntambi, 2005). Esses modelos animais permitem estudar
de forma eficiente 0 modo como os produtos intermediarios da BH ruminal regulam a sintese de gordura.

Apesar de fatores diversos interagirem durante a lipogénese nos tecidos, a expressao de enzimas-chave e de
proteinas especificas desse processo é regulada por poucos e bem caracterizados “fatores de transcricdo”.
Os fatores de transcricdo sdo proteinas que se ligam a um local especifico da fita de DNA, a fim de
controlar a taxa de transcricdo (leitura da fita de DNA para formacdo do RNAm) de determinados genes
(Figura 13). Esse controle ocorre no momento do recrutamento das RNA polimerases, que sdo as enzimas
responsaveis pela transcricdo da informagdo genética do DNA para a forma de RNA. Os fatores de
transcricdo podem agir como estimuladores, inibidores ou blogueadores desse processo (Lee e Young,
2000).
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Figura 13. Dominio de ligacdo DNA-PPAR: interacdo responsavel pela regulacdo da transcricdo do
segmento de DNA. Fonte: http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb2/partl/cholesterol.htm

A maior parte dos AGPI, incluindo-se os isdmeros de CLA, tem a capacidade de agir em determinados
tecidos, ativando alguns fatores de transcrigdo, conhecidos como PPAR, do inglés Peroxisome Proliferator
Activated Receptors. Sdo esses PPAR, na sua forma ativada (coativador 1), que se ligam a genes especificos
da fita de DNA, fazendo com que sua transcri¢do seja regulada positiva ou negativamente (Desvergne e

Wahli, 1999).

De forma mais detalhada, o0 mecanismo de regula¢do génica ocorre quando os AG advindos da dieta ou da
mobilizacdo das reservas lipidias, se interiorizam nas células e se ligam aos subtipos (a, p ou vy)
correspondentes de PPAR localizados na membrana nuclear. Em seguida, os PPAR na sua forma ativada
(coativador 1) se ligam a derivados do &cido retinoico chamados RXR (Retinoid X Receptor), formando um
heterodimero que se une a um PPRE no DNA. Os PPREs, do inglés Peroxisome Proliferator Responsive
Element, sdo regibes especificas da fita de DNA, sendo alvos da acéo e, consequentemente, da regulacéo

dos PPAR (Figura 14) (Benjamin e Spener, 2009).
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Figura 14. Mecanismo de regulacdo da transcricdo génica mediado por &cidos graxos poli-insaturados
originados da dieta ou das reservas adiposas. Adaptado de Benjamin e Spener (2009)

Assim, os AGPI e os isomeros de CLA podem afetar a transcricdo de uma grande variedade de genes
envolvidos na sintese de enzimas responsaveis pela regulacdo de diversos processos metabodlicos,

imunologicos ou inflamatérios (Benjamin e Spener, 2009).
49


http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb2/part1/cholesterol.htm

Dentre as rotas metabolicas reconhecidamente influenciadas pelos AGPI e pelo CLA, incluem-se a sintese
das enzimas MEK (Mitogen-activated protein kinase) e ERK (extracellular signal-related kinase),
responsaveis pela sinalizacdo aut6crina/paracrina para acdo das interleucinas-6 e -8 responsaveis pela
delipidacdo (mobilizacdo dos AG) dos adipdcitos (Brown et al., 2004). Qutras transcri¢fes influenciadas
sdo as responsaveis pela sintese dos HNF-40. (Hepatocyte Nuclear Factor), de alguns receptores hepaticos,
e dos fatores transcricionais presentes na glandula mamaria conhecidos por SREBP (Sampath e Ntambi,
2005).

Baumgard et al. (2002) propuseram que as proteinas conhecidas por sterol response element-binding
protein 1 (SREBP1) teriam papel de destaque entre os reguladores da sintese lipidica. Tal proposicdo foi
baseada na observacdo das acOes regulatorias do metabolismo lipidico, desempenhadas pelo grupo de
fatores de transcricdo do qual o SREBP1 faz parte. Essa proteina é expressa em duas formas distintas:
SREBP1a, envolvida predominantemente na regulacdo do metabolismo do colesterol, e SREBPlIc,
responsavel pela regulacdo da sintese de AG em geral.

Moon et al. (2002) observaram, em culturas de células bovinas e de roedores, que a SREBP1c ativada por
certos AGPI inibia a transcricdo de alguns genes bastante ativos nesse tipo de célula. Segundo os autores,
essa inibicao desencadeava grande parte das respostas antilipogénicas celulares.

As SREBP1c sdo intensamente sintetizadas nas células mamarias e estdo relacionadas a estimulacdo da
transcri¢do dos genes relacionados a sintese de enzimas lipogénicas como a AGS e a Lipoproteina Lipase,
esta Ultima responsavel pelo transporte trans-membrana dos AG e triglicerideos presentes no plasma (Moon
et al., 2002).

Peterson et al. (2004) foram os primeiros pesquisadores a investigar a ativacdo da SREBP1 nos tecidos
bovinos e observaram reducGes significativas na concentracdo dessa proteina durante infusbes do CLA
trans-10 cis-12 em culturas de células do epitélio mamario. Posteriormente, Harvatine et al. (2006)
observaram reducdo na sintese de proteinas envolvidas na transcricdo e ativacdo das SREBPs no tecido
mamario de vacas submetidas a infusdo intra-abomasal do CLA trans-10 cis-12 ou recebendo dietas ricas
em carboidratos rapidamente fermentaveis.

Rudolph et al. (2005) observaram que a inativacéo artificial total do gene responsavel pela codificacdo da
SREBP1 resultou em decréscimo de 41% (P<0,05) no teor de gordura do leite. Curiosamente, esse
decréscimo é semelhante a redugdo maxima observada em vacas submetidas a sindrome da baixa gordura
do leite.

Observagdes como essas fornecem fortes evidéncias de que essa proteina tem papel central na regulacéo da
sintese de AG nas células do epitélio mamario dos bovinos.

9. Origem dos acidos graxos nao esterificados (AGNE) do plasma sanguineo

Em periodos de deficit energético, os bovinos hidrolisam — via lip6lise — os triglicerideos (TG) armazenados
no tecido adiposo a fim de utilizar os acidos graxos ndo-esterificados (AGNE) resultantes dessa reacao
como fonte alternativa de energia.

Essa reacdo de hidrdlise é catalisada pela enzima Lipase Hormdnio-Sensivel (hormone sensitive lipase -
HSL) dando origem a trés moléculas de acidos graxos (AG) e uma de glicerol (Adewuyil et al., 2005). A
HSL, sintetizada no citosol dos adipécitos, é estimulada pela presenca de horménios hiperglicémicos e
aceleradores do metabolismo como o glucagon, catecolaminas, ACTH, corticosteroides e GH, e é inibida
pela presenca da insulina (Figura 15).
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Figura 15. Esquema simplificado da rota de mobilizacdo das gorduras de reserva e seu metabolismo nos
hepatdcitos. Fonte: www.ahdc.vet.cornell.edu

As moléculas de AGNE liberadas no plasma, por serem hidrofdbicas, necessitam que se liguem a uma
molécula de albumina facilitando, assim, a sua internalizagdo celular. Quando absorvidos pelos hepatécitos,
0s AGNE sdo re-esterificados, podendo, entdo, seguir as duas rotas seguintes (Figura 15):

a) Podem recombinar com o glicerol para formar TG e, em seguida, serem armazenados em lipoproteinas do
tipo VLDL para posterior liberacdo plasmética, ou, se absorvidas em excesso, serem armazenadas nos
hepatécitos causando, eventualmente, um quadro clinico conhecido por lipidose ou esteatose hepética.

Estudos sobre o assunto sugerem que os hepatdcitos dos ruminantes sdo pouco eficientes em metabolizar
grandes quantidades de AGNE. Isso ocorre principalmente porque essas células ndo sdo capazes de
sintetizar quantidades suficientes da apolipoproteina de superficie Apo B100 responsavel pela manutencao
da integridade estrutural e auxiliadora da captagdo celular da VLDL (Grummer et al., 1988; Klepper et al.,
1988; Pullen et al., 1988).

Pullen et al. (1988) demonstraram em estudos in vitro que a exportacdo de triglicerideos pelos hepat6citos
bovinos via VLDL é extremamente baixa, comprovando que esse processo €, de fato, importante na
etiologia da esteatose hepética e, consequentemente, da cetose.

b) Podem entrar nas mitocdndrias e serem utilizadas na sintese de moléculas energéticas (ATP, GTP,
NADH e FADH,), necessarias na gliconeogénese, via CAC ou na sintese de corpos cetdnicos como a
acetona, acetoacetato e - hidroxibutirato (Eaton et al., 1996). Dentro das mitocondrias, 0s AGNE sofrem -
oxidacdo dando origem ao Acetil-CoA. Esse Acetil-CoA inicia 0 CAC combinando com uma molécula de
oxaloacetato para formar o citrato. Mas, caso a concentracdo de oxaloacetato esteja baixa, 0 que é comum
em periodos de balango energético negativo, ja que ele é consumido na gliconeogénese, o Acetil-CoA acaba
sendo utilizado na formac&o de corpos cetbnicos.

A concentracdo de AGNE no sangue tem sido utilizada como ferramenta indicativa do grau de mobilizacdo

das reservas corporais de gordura. Niveis elevados de AGNE no plasma indicam que a ingestéo de energia
via dieta, no dado momento, é insuficiente para suprir as necessidades dos tecidos. Esse quadro clinico é
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comumente observado em vacas leiteiras de alta producdo nos periodos pré e pos-parto imediato
(puerpério), e em primiparas em lactagdo, devido a demanda aguda por energia.

Vacas leiteiras de alta producdo durante o periodo de transicdo (peri-parturientes) normalmente ficam em
balanco energético negativo devido a alta demanda causada pelo feto e pela producéo de leite. Esse balanco
negativo, quando excessivo, tende a causar problemas gastrointestinais (deslocamento de abomaso),
metabdlicos (cetose clinica) e infecciosos (metrite) no puerpério.

Fora do periodo de transi¢do, o processo de mobilizagdo de reservas no tecido adiposo é pouco significativo,
ja que os animais normalmente sdo submetidos a um regime dietético balanceado para atender a demanda
do momento. Assim, a concentragdo plasmatica de AGNE é considerada biomarcador do balango energético
do animal.

10. Origem dos acidos graxos do plasma sanguineo

Os acidos graxos, resultantes do processo de digestdo, que aportam ao duodeno para serem absorvidos sdo,
posteriormente, transportados pela circulagdo sanguinea em diferentes formas moleculares, destacando-se, a
dos lipides neutros e dos fosfolipides. O grupo dos lipides neutros é composto pelas moléculas de mono, di
e triglicerideos e pelos ésteres de colesterol (Contreras et al., 2010).

H& diferencas na incorporagdo dos AG entre os triglicerideos (TG) e as fragdes plasméticas ndo
triglicerideas (NTG - ésteres de colesterol e fosfolipides) (Abughazaleh et al., 2003). Segundo estes autores,
0s AG poli-insaturados (&cido linoleico, a-linolénico e isbmeros de CLA) que escapam da biohidrogenacéo
ruminal sdo preferencialmente incorporados as fragbes NTG, sendo estes, 0s principais componentes
lipidicos do plasma, participando com, aproximadamente, 95% dos lipides totais.

Ja os TG e os AG livres, que representam, respectivamente, menos de 5% e 1% dos lipides plasmaticos,
incorporam, preferencialmente, os AG saturados (oriundos da dieta ou da mobilizago do tecido adiposo),
monoinsaturados trans e os isdmeros de CLA, com excec¢do do CLA trans-10 cis-12 (Abughazaleh et al.,
2003). Os TG sdo mais prontamente utilizados (alto turnover) pelos tecidos, dentre eles 0 mamario, que 0s
ésteres de colesterol e os fosfolipides plasmaticos (Christie, 1981; Loor et al., 2002b). Por isso, o perfil de
AG dos TG representa mais fielmente o perfil absorvido e, consequentemente, o secretado pela glandula
mamaria.

Tanto os lipides neutros quanto os fosfolipides sdo carreados por lipoproteinas, como os quilomicrons, as
lipoproteinas de muito baixa densidade (very low density lipoprotein — VLDL), as lipoproteinas de baixa
densidade (low density lipoprotein — LDL) e as lipoproteinas de alta densidade (high density lipoprotein —
HDL) que tém por objetivo manter os lipides em meio aquoso e facilitar sua absorcédo pelos tecidos
(Contreras et al., 2010).

Resultados de experimentos permitem inferir que, além da seletividade pela forma molecular de transporte,
também existe seletividade na distribuicdo dos AG entre as lipoproteinas plasmaticas e na remogéo dos AG
pelo tecido (Contreras et al., 2010). A avaliacdo dessa seletividade se torna fundamental para a
compreensdo da dindmica dos AG originados da dieta em vacas em lactacdo. Palmquist (1976) verificou
que a taxa de remocdo dos TG presentes na VLDL em vacas em lactacdo é maior se comparada & dos TG
presentes na LDL. Estudando o fluxo plasmatico pela glandula mamaria, o autor estimou que 70% dos TG
plasmaéticos foram hidrolizados e colocados a disposicao para secre¢do no leite.

Num experimento em que se objetivou avaliar os efeitos do fornecimento de dietas baseadas em volumoso
fornecido fresco ou conservado suplementado com gordura (6leo de canola e sebo) sobre o perfil de AG do
leite e do plasma de vacas sob pastejo, Ward et al. (2003) observaram que a fracdo VLDL concentrava
teores de AG saturados palmitico e estearico superiores aos da LDL + HDL (24,21 e 36,46 contra 10,04 e
15,08 ¢/100 g de AG totais, respectivamente) nas dietas. A fracdo LDL + HDL apresentou maiores
propor¢des de AG poli-insaturados linoleico e a-linolénico se comparada & VLDL (41,72 e 6,75 contra 9,30
e 1,63 g/100 g de AG totais, respectivamente), comprovando, assim a seletividade na incorporacao dos AG
insaturados (AGI) pelas lipoproteinas LDL + HDL.

Thivierge et al. (1998) observaram que em momentos de altas concentragBes plasmaticas, os fosfolipides
também sdo importantes fornecedores de AG para a glandula mamaéria, tornando-se plausivel a teoria de que
0s AG presentes tanto nos TG quanto nos fosfolipides podem ser utilizados pela glandula mamaria quando
suas concentragGes plasmaticas se elevam devido a suplementacéo dietética com 0leos vegetais.
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11. Origens da glicose plasmatica

Nos animais monogastricos, a glicose plasmatica pode ser originada da digestdo dos CHO presentes na
dieta, da degradacdo do glicogénio hepatico (glicogendlise) ou da producdo de glicose a partir de
precursores de AA nos hepatdcitos (gluconeogénese) (McGarry et al., 1987).

A fisiologia digestiva dos ruminantes permitiu que eles desenvolvessem a capacidade de digerir
carboidratos estruturais vegetais — via agdo dos microrganismos ruminais — e utilizar nitrogénio ndo proteico
a partir da fermentagdo microbiana no rimen (Goff e Horst, 1997). Por esses motivos, eles podem utilizar
fontes alternativas de alimento, mas, em compensacao, produzem e absorvem muito pouca glicose, ja que
ela é gerada via gliconeogénese hepatica a partir dos AGVs, principalmente do propionato produzido
durante a fermentagéo bacteriana de carboidratos no rimen (Antunes et al., 2011).

O metabolismo energético dos bovinos esta adaptado para a utilizacdo dos AGVs como principal fonte de
energia e tende a direcionar a escassa glicose disponivel para utilizacbes mais nobres, como a sintese de
lactose pela glandula mamaria. Segundo Baird et al. (1979), a alta demanda de glicose para a sintese de
lactose no tecido mamario é a principal responsavel pelos baixos niveis plasmaticos de glicose encontrados
em vacas em lactacéo.

Em ruminantes, os niveis de glicose circulante geralmente sdo baixos e relativamente constantes, exceto
durante o periodo de transicao, quando a demanda por energia se eleva de forma aguda, podendo fazer com
que o animal desenvolva quadros metabolicos como cetose e esteatose hepatica.

Poucos trabalhos tém associado a suplementacdo lipidica com os niveis plasméticos de glicose.
Garnsworthy (2002) relatou que a disponibilidade plasmatica de glicose para os tecidos tende a ser menor
quando ha substituicdo do amido por gordura na dieta, e essa substituicdo leva a menor produgdo de
propionato no rimen, que sabe-se, apresenta papel de destaque como percursor de glicose no metabolismo
de ruminantes.

12. Origens da ureia plasmética

A proteina bruta presente nos alimentos fornecidos aos ruminantes é composta por uma fragdo degradavel
(PDR) e outra ndo degradavel no rimen. A degradacdo ruminal da PDR ocorre pela a¢do de vasta gama de
enzimas secretadas pelos microrganismos, sendo as proteases, peptidases e deaminases as principais
(Santos, 2011). Esses microrganismos utilizam os peptideos, aminodcidos e amdnia originados dessa
degradacdo na sintese de proteina microbiana e multiplicacéo celular.

Quando a velocidade de degradagdo ruminal da proteina excede a velocidade de utilizacdo dos compostos
nitrogenados ou em momentos de desbalanco entre 0 N e a energia, ocorre elevagdo na concentragdo
ruminal desses compostos. Nesses momentos de alta disponibilidade ruminal de N, observam-se elevadas
concentracBes sanguineas de ureia. Conforme verificado por diversos autores citados por Rennd et al.
(2000), a concentracdo plasmética de ureia € positivamente relacionada com a ingestdo de compostos
nitrogenados pelo animal.

O excesso de amonia produzido no rimen atravessa a parede ruminal, entra na corrente sanguinea e é
removido da circulacdo portal pelo figado, onde entra no ciclo da ureia (Russel et al., 1992). No ciclo da
ureia, a amdnia reage com o CO, mitocondrial para formar carbamilfosfato, na presenca de carbamilfosfato-
sintetase. Apenas metade do N-ureico é origindrio da amonia livre, sendo o N restante proveniente do
aspartato citoplasmatico, que atua como doador especifico de N na conversdo da citrulina em arginina
(Visek, 1979).

A ureia recém-sintetizada ¢ liberada na circulacdo sanguinea, sendo parte dela reciclada no rimen, por meio
da saliva ou por difusdo através do epitélio ruminal, e outra, excretada via urina e leite (Lobley et al., 1995).
Segundo Nolan (1993), a transferéncia da ureia para a saliva é equivalente ao produto do fluxo salivar pela
concentracdo de ureia na saliva e corresponde de 30 a 60% da concentracdo sanguinea. Ja a transferéncia
através do epitélio ruminal ocorre por difusdo passiva, sendo que a camada epitelial queratinizada constitui
barreira para 0 movimento da ureia. Para contornar esse problema, as bactérias que proliferam nas camadas
epiteliais cornificadas do rumen produzem urease permitindo, assim que a amdnia recém-formada passe
mais facilmente por essa barreira.
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Segundo Malnic e Marcondes (1986), a ureia plasmatica é eliminada por meio dos rins, por filtragdo
glomerular e reabsorgdo tubular por processo passivo, secundario a reabsorcdo de fluidos. Assim, a
quantidade de ureia excretada via urina é influenciada por estas funcdes, além de ser, de acordo com
Harmeyer e Martens (1980), alterada, principalmente, pela concentracdo plasmatica, explicando-se, assim, a
alta correlacdo entre esses dois parametros.

13. Gordura lactea e a nutricdo humana

Dentre os componentes do leite, a gordura é a fracdo mais passivel de modulagéo e tem papel primordial na
definicdo das propriedades fisicas, organolépticas e industriais dos produtos lacteos. Em meédia, o leite
bovino possui 33 g de lipideos totais (gordura) por litro, sendo que, dessa fracdo, os triglicerideos
representam, aproximadamente, 95% e sdo compostos por AG originados da dieta ou sintetizados de novo
na glandula mamaria (Tépico 7). Esses AG possuem comprimento de cadeia carbonica entre 4 e 24
carbonos, com diferentes graus de saturacdo (German et al., 2009).

Outros lipides presentes no leite sdo os diacilglicerois (aproximadamente, 2% da fragdo lipidica), colesterol
(menos de 0,5%), AG livres (menos de 0,5%) e fosfolipides (aproximadamente, 1%). Todos estes sdo
originados do reticulo endoplasmatico das células mamérias, sendo responsaveis pela formacdo da
membrana que delimita os glébulos de gordura (German et al., 2009).

Tanto o teor de gordura como a composi¢do de AG do leite sdo diretamente influenciados pela manipulacéo
da dieta, sendo que quanto maior a proporcdo de volumoso na dieta, maior o teor de gordura. A relacdo
entre a composicdo da gordura lactea e a nutricdo é complexa, mas, simplificadamente, o que se observa é
que o fornecimento de dietas ricas em volumosos conservados para vacas leiteiras tende a elevar a secrecéo
de gordura saturada; quando se fornecem volumosos verdes e tenros ou suplementacdo rica em AG
insaturados, ha elevacdo da secrecdo de AG insaturados (Chilliard et al., 2000; Lock e Bauman, 2011).

Apesar da gordura do leite possuir concentracdes significativas de AG reconhecidamente benéficos a salde
humana (C18:1 cis-9, CLA cis-9 trans-11, AG -6, AG »-3, entre outros), tem-se observado reducdo no
consumo de leite por parte da sociedade ocidental nas Gltimas décadas. Esse fendmeno tem ocorrido
principalmente devido ao fato de parte considerdvel dessa gordura (~60%) ser composta por AG saturados,
podendo, assim, contribuir para o desenvolvimento de doengas cardiacas e vasculares (DCV) e para o
aumento da resisténcia a insulina (Haug et al., 2007).

13.1. Acidos graxos saturados

Os AG de cadeia carbbnica saturada compreendem cerca de 60% do total presente na gordura do leite (Lock
e Bauman, 2011). Essa é uma caracteristica pouco interessante do ponto de vista nutricional, pois, ha
tempos, o conceito de alimentagdo saudavel se tornou sindnimo de dieta magra, ou seja, com baixas
guantidades de gordura, em especial de AG saturados de cadeia média (C12:0, C14:0 e C16:0), que, no caso
do leite, participam com 30 a 50% da gordura total.

A Sociedade Brasileira de Cardiologia (Sposito et al., 2007) e a American Heart Association (Gidding et al.,
2009) recomendam que o consumo de gordura saturada seja inferior a 7% do total diario de energia
ingerida. Essa recomendacdo nutricional tem por objetivo reduzir as taxas plasmaticas de colesterol ruim
(LDL — Low Density Lipoprotein) e o risco de desenvolvimento de DCV, doencas coronarianas e aumento
da resisténcia a insulina.

Embora evidéncias associem o consumo de gordura saturada ao aumento dos niveis plasmaticos de LDL e
da possibilidade de ocorréncia de DCV, a hipertrigliceridemia e ao aumento da resisténcia a insulina
(Lamarche et al., 1999; Tonstad e Hjermann, 2003; Goff et al., 2005; St. Pierre et al., 2005), varios estudos
recentes tém sugerido que essa associacdo pode ser menos evidente do que se imaginava originalmente
(Smedman et al., 1999; Haug et al., 2007; German et al., 2009; Parodi, 2009; Palmquist, 2010; Lock e
Bauman, 2011; Huth e Park, 2012).

A explicagdo para essa teoria se baseia no fato de que as diversas fontes de gordura da dieta contém
distintos perfis de AG saturados e insaturados. Assim, cada alimento deve afetar de maneira diferente o
metabolismo das lipoproteinas, bem como contribuir com quantidades significativas de outros nutrientes,
alterando os potenciais riscos de ocorréncia de DCV (Huth e Park, 2012).
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Taubes (2001) revisou trabalhos publicados num periodo de 50 anos e concluiu que ha pouca ou nenhuma
evidéncia de que uma dieta pobre em gordura saturada seja capaz de prolongar a expectativa de vida da
populacdo como um todo. Essa conclusdo foi reforcada por diversos artigos com intervencdes de larga
escala como o de Howard et al. (2006). Esses autores publicaram os resultados da maior intervengédo
nutricional ja feita até aquela data, envolvendo cerca de 50 mil mulheres durante o periodo de oito anos, e
ndo observaram diferencas nos riscos de ocorréncia de DCV, coronarianas ou acidente vascular cerebral
(AVC) entre o grupo submetido a dieta com altas porcBes de vegetais, frutas, grdos e com restricdo de
gorduras, daquele grupo submetido a dieta sem restricdes de qualquer tipo. Resultados como esses sugerem
que a relagdo entre o consumo de gorduras saturadas e a incidéncia de hipercolesterolemia e DCV é mais
complexa do que se imagina (Parodi, 2009)

Diversos artigos (Sandstrom et al., 1992; Eichholzer e Stahelin, 1993; Fehily et al., 1993; Markmann et al.,
1994; Smedman et al., 1999; Ness et al., 2000; Warensjo et al., 2004; Seidel et al., 2005; Alonso et al.,
2009; Fonolla et al., 2009; Warensjo et al., 2009) e estudos utilizando meta-analises (Elwood et al., 2004,
Hoppe et al., 2006; Haug et al., 2007; Elwood et al., 2008; German et al., 2009; Elwood et al., 2010; Siri-
Tarino et al., 2010; Warensjo et al., 2010; Lock e Bauman, 2011; Huth e Park, 2012; Kratz et al., 2012)
encontraram associa¢do negativa entre a ingestdo de gordura lactea e o aumento do risco de ocorréncia de
DCV, coronarianas, AVC ou diabetes, independentemente da quantidade de gordura ingerida.

Resultados de diversos estudos intervencionais de curta duragdo com o objetivo de avaliar os biomarcadores
das DCV indicaram que dietas ricas em gorduras advindas do leite fluido integral ou da manteiga foram
capazes de elevar as concentracGes de LDL plasmético; contudo, também elevaram as de HDL (High
Density Lipoprotein, o colesterol bom). Assim, essas gorduras podem ndo afetar ou, por outro lado, reduzir
a relagcdo colesterol total:HDL, que é considerada um dos melhores indicadores do risco aterogénico
(Mensink et al., 2003; Lock e Bauman, 2011; Huth e Park, 2012).

Dentre os AG saturados presentes na gordura do leite, os de cadeia carb6nica média com nimero par de C—
ou seja, os acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0) — sdo capazes de elevar os niveis
plasméticos de colesterol total e LDL, contribuindo, consequentemente, para o desenvolvimento de doengas
cardiacas (Insel et al., 2004; Lock e Bauman, 2011).

Os demais AG saturados do leite podem desempenhar agdes benéficas especificas. O acido butirico (C4:0) é
conhecido modulador das funcBes génicas e, por isso, pode desempenhar importante papel na prevencdo do
cancer (German, 1999). Os acidos caprilico (C8:0) e caprico (C10:0) podem apresentar atividade antiviral e,
no caso especifico do caprilico, observou-se acdo inibitoria sobre o crescimento de alguns tipos de tumores
(Thormar et al., 1994) e sabe-se que o acido estearico (C18:0) ndo é capaz de elevar o LDL plasmatico e
nem é aterogénico (Grundy, 1994; Mensink et al., 2003)

Diante do apresentado, percebe-se que, apesar da contribuicdo dos produtos lacteos para o aumento da
ingestdo de gorduras saturadas de cadeia media, ainda ndo ha suficientes evidéncias cientificas de que o seu
consumo esteja associado ao aumento dos riscos de desenvolvimento de DCV, coronarianas ou de
resisténcia a insulina. Portanto, sugestdes relacionadas a restricdo de alimentos lacteos devem ser feitas de
forma criteriosa.

13.2. Acidos graxos de cadeia impar e ramificada

Os acidos graxos de cadeia impar e ramificada (AGCIR) estdo presentes em concentracfes entre 7 e 15% da
gordura do leite e tecido adiposo de animais que fazem fermentagdo simbidtica, como os ruminantes
(Polidori et al., 1993; Rojas et al., 1994; Jenkins, 1995) e em quantidades despreziveis nas plantas (Diedrich
e Henschel, 1990).

Segundo Kaneda (1991), os AGCIR secretados pela glandula mamaria sdo originados, principalmente, dos
fosfolipides de membrana das bactérias ruminais. Fazem parte desse grupo os AG C13:0 iso, C14:0 iso,
C15:0, C15:0 iso, C15:0 anteiso, C16:0 iso, C17:0, C17:0 iso e C17:0 anteiso. Os AG impares de cadeia
carbonica inferior a 13 (C5:0, C7:0, C9:0 e C11:0) advém do processo de lipogénese incompleta nos
microrganismos ou na glandula mamaria, e 0 AG impar insaturado C17:1 cis-9 é sintetizado somente na
glandula mamaria pela acdo da enzima A%-desaturase, tomando como substrato o C17:0 (Fievez et al.,
2003).

Assim como no tecido mamario e adiposo, a sintese de novo de AG nas células bacterianas ocorre a partir
de diversas reacdes de condensacao entre moléculas de malonil-coenzima A (CoA — dois carbonos) e acetil-
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CoA (dois carbonos), sendo este utilizado como primer, obtendo-se o acido palmitico como principal
produto final. J& na sintese de AG de cadeia impar, uma molécula de propionil-CoA (trés carbonos) é
utilizada como primer, ao invés do Acetil-CoA (Fulco, 1983).

O perfil de AGCIR presente na bactéria é determinado, principalmente, pelo tipo de AGS produzido pelo
microorganismo, fazendo com que eventuais mudancas no perfil dos AGCIR que deixam o rumen seja
reflexo unicamente das variagdes quantitativas de determinadas espécies (Vlaeminck et al., 2006b).

O aumento da relacdo volumoso:concentrado (V:C) da dieta resulta em elevagdo do teor de AGCIR
secretado no leite, em especial dos AG C14:0 iso e C15:0 iso. Esse comportamento reflete as alteracdes
ocorridas nas populacdes microbianas (Vlaeminck et al., 2006b). Tajima et al. (2001) observaram que
guando ha elevagdo na relagdo V:C, ocorre redugdo numérica na populacao de bactérias amiloliticas (e.g.,
Prevotella ruminicola, Ruminobacter amylophilus, Succinivibrio dextrinosolvens) e concomitante elevagdo
na populacéo de celuloliticas (e.g., R. flavefaciens, B. fibrisolvens) ricas em AG C14:0 iso e C15:0 iso,
explicando, assim, 0 aumento da sua secrecéo.

Vacas leiteiras recebendo dietas suplementadas com 6leos vegetais ricos em &cidos linoleico (Fievez et al.,
2003; Collomb et al., 2004; Rego et al., 2005) ou linolénico (Collomb et al., 2004; Loor et al., 2005) tém a
secrecdo de AGCIR do leite reduzida pela acdo deletéria desses AG sobre 0s microrganismos ruminais.

Por muito tempo pensou-se que a gordura presente nos alimentos volumosos e os fosfolipides de membrana
dos microrganismos fossem as unicas fontes de AGCIR dos ruminantes. Mas descobriu-se que 0os AG
impares de cadeia linear e seus isdmeros anteiso também podem ser sintetizados na glandula maméria a
partir da utilizacdo de uma molécula de propionil-CoA ao invés do acetil-CoA, e de metilmalonil-CoA ao
invés do malonil-CoA, respectivamente, durante a lipogénese mamaéria (Massart-Leém et al., 1983; Smith,
1994). Numa compilacéo de dados referentes a oito artigos, VlIaeminck et al. (2006b) conseguiram ilustrar
essa afirmacdo (Figura 16).
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Figura 16. Comparacéo entre o fluxo duodenal e a secrecfo lactea de &cidos graxos de cadeia impar e
ramificada (g/dia). Adaptado de Vlaeminck et al. (2006b)

H& muito ja se sabe que o perfil de AG do soro sanguineo humano é reflexo direto da composicao de AG
dos alimentos ingeridos. Desse modo, os niveis subcutaneos (Wolk et al., 1998) e séricos (Smedman et al.,
1999; Warensjo et al., 2004) dos AG C15:0 e C17:0 tém sido utilizados como marcadores do consumo
humano de gorduras de ruminantes. Essa relagdo tem sido bastante utilizada em trabalhos que tentam
relacionar o consumo desses produtos com o surgimento de doencas cronicas (Smedman et al., 1999,
Warensjo et al., 2009). Além disso, alguns trabalhos também tém estudado seu potencial como marcador a
fim de quantificar (Vlaeminck et al., 2005) e identificar (Vlaeminck et al., 2004, 2006a) as diferentes
classes microbianas que deixam o rumen.

Alguns estudos também tém demonstrado que os AG de cadeia ramificada tém uma acdo anticancer
consideravel. Yang et al. (2000) mostraram que o isdmero C15:0 iso foi capaz de inibir, tanto em
experimentos in vitro quanto in situ, o crescimento de diversas linhagens de células cancerigenas.
Experimentos in vitro ulteriores comprovaram que outros AG iso, assim como o C15:0 anteiso, apresentam
acdo inibitdria sobre células causadoras do cancer de mama humano (Wongtangtintharn et al., 2004).
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Em seu artigo, Lock e Bauman (2004) questionam o porqué de os isdmeros de CLA receberem muito mais
atencdo dos estudiosos sobre esse assunto do que os AG de cadeia ramificada, ja que estes tém acdo
citotoxica equivalente e apresentam-se em concentracfes muito superiores as dos diversos isdmeros CLA
presentes na gordura dos ruminantes.

13.3. Acidos graxos trans

As duplas ligacGes presentes nos acidos graxos insaturados (AGI) séo, na sua maioria, da configuracao cis,
mas o interesse pelos acidos graxos trans (AGT) tem aumentado nos Gltimos anos, devido a sua associagdo
com o aumento dos riscos de ocorréncia de doengas coronarianas e de outras doengas cronicas. Nas
moléculas de AG presentes nos alimentos, as duplas ligagdes trans podem ser formadas de duas maneiras:
por meio de processos quimicos ocorridos durante a formagédo dos 6leos vegetais parcialmente hidrogenados
(OVPH), e durante o processo de BH ruminal dos AGPI (Tépico 6).

Os AGT mais presentes na dieta humana sdo os AG monoinsaturados com comprimento de cadeia
carbonica igual a 18 (C18:1trans). Os OVPH contém entre 40 e 60% de AGT sendo o C18:1 trans-9, C18:1
trans-10, C18:1 trans-11 e C18:1 trans-12 os principais isdmeros (Figura 17a). J& nas gorduras originadas
dos ruminantes, o isdmero em maior concentracdo € o acido vacénico (C18:1 trans-11) (Figura 17b). Essas
diferencas de perfil isomérico das gorduras dos alimentos sdo de fundamental importancia, porque a posicao
das insaturagdes influencia diretamente tanto as propriedades fisiolégicas quanto a reatividade bioquimica
desses AG (Lock et al., 2005).
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Figura 17. Distribuicdo tipica dos &cidos graxos C18:1 trans presentes na gordura do leite e em 0leos
vegetais parcialmente hidrogenados. Adaptado de Lock et al. (2005)

Nos dltimos anos, a relagdo entre a ingestdo de AGT e a salde humana, particularmente em relacéo a
doencas coronarianas, tem sido bastante estudada e tem-se demonstrado, de forma consistente, que dietas
com quantidades significativas de AGT levam ao aumento das concentragdes plasmaticas de colesterol total
e LDL, e reduzem as de HDL (Lock e Bauman, 2011).
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Em boa parte desses estudos, os resultados tém sido extrapolados a fim de sugerir que o consumo de
qualquer alimento que seja fonte de AGT esteja associado com o aumento do risco de ocorréncia de doencas
coronarianas. Entretanto, quando foram estudadas mais criteriosamente as questfes epidemioldgicas,
percebeu-se que a associacdo positiva entre a ingestdo desses AG e o risco de desenvolvimento de doencas
coronarianas pode ser explicada exclusivamente pela ingestdo de AGT originados de processos industriais,
na sua maioria OVPH (Warensjo, et al., 2004; Lock et al., 2005, Uauy et al., 2009). Por outro lado,
observa-se associacdo negativa entre o consumo de AGT originado dos ruminantes e o risco de
desenvolvimento de doencas coronarianas (Figura 18).
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Figura 18. Risco relativo de ocorréncia de doengas coronarianas causadas pelo aumento da ingestdo de
acidos graxos trans originados de gorduras vegetais parcialmente hidrogenadas e da gordura de ruminantes.
Y4cidos graxos. Adaptado de Lock et al. (2005)

Em estudo realizado com 191 pacientes recém-submetidos ao exame de angiografia coronariana, Hodgson
et al. (1996) avaliaram a associacdo da presenca de AG trans no sangue (acido palmitelaidico C16:1 trans-
9; &cido elaidico C18:1 trans-9; C18:1 trans-10; &cido vacénico C18:1 trans-11, C18:1 trans-12 e o 4cido
linoelaidico C18:2 trans-9 trans-12) com os riscos de ocorréncia de doencas coronarianas. Ap6s ajustes
relacionados a caracteristicas como idade, sexo, fumo, nivel de atividade fisica, hipertensdo e concentracéo
sérica de colesterol, observou-se associacdo positiva entre a ocorréncia de doencas coronarianas e as
concentragdes do acido elaidico (P = 0,0300) e o C18:1 trans-10 (P = 0,0434). Ja a associagdo de doengas
coronarianas com os consumos dos AG palmitelaidico, vacénico, C18:1 trans-12 e linoelaidico ndo foram
significantes (P = 0,1189; 0,7651; 0,0582 e 0,8793, respectivamente)

As diferentes capacidades dos alimentos fontes de AGT em gerar doencas coronarianas se justificam pelas
diferengas existentes entre os perfis isoméricos dos alimentos. Um importante aspecto relacionado a esse
assunto é o fato de que, aproximadamente, 19 a 30% do &cido vacénico, ricamente presente na gordura
lactea, pode ser convertido a 4cido ruménico pela agdo da enzima A°-desaturase nos tecidos humanos
(Turpeinen, 2002; Parodi, 2009). Esse isdbmero de CLA tem um importante carater funcional, que seréa
apresentado no Topico 13.8.3.

13.4. Acido palmitelaidico

A elevagdo dos niveis plasmaticos de AGNE e dos AG saturados livres, em especial do &cido palmitico, tem
sido considerada uma das principais responsaveis pela patogénese da resisténcia a insulina e, por
consequéncia, pela reducdo da disponibilidade de glicose para os tecidos. Inversamente, a elevacdo das
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concentragdes de certos AG mono e poli-insaturados originados da dieta, tem sido relacionada a corregdo do
controle glicémico (Dimopoulos et al., 2006). Nesse sentido, o &cido palmitelaidico (C16:1 trans-9) tem-se
destacado como importante regulador glicémico, apesar de seus mecanismos de acdo ainda serem uma
incognita. As suas principais fontes sdo os éleos de peixe e, principalmente, as gorduras dos ruminantes
(Destaillats et al., 2000).

13.5. Acido vacénico

Como apresentado no Tépico 13.3, o acido vacénico ou trans-vacénico é o principal AGT secretado na
gordura do leite, participando com 1 a 10% do contetdo total de AG (Haug et al., 2007). O principal
responsavel por essa variagdo é o tipo de dieta fornecida ao animal, sendo que quanto maior as
concentragdes de AGPI da dieta, maior a sua secre¢do na gordura lactea. Isso ocorre porque ele é o principal
produto intermediario da BH ruminal dos AGPI (Figuras 3 e 4).

O é&cido vacénico é o Unico AGT descrito pela literatura como intermediario da BH ruminal dos AGPI da
dieta. No entanto, muitos outros isdmeros C18:1 trans podem ser encontrados no fluido ruminal (Katz e
Keeney, 1966) ou na gordura do leite (Parodi, 1976) (Figuras 8, 9 e 10). Acredita-se que eles se originem de
migracOes das insaturagdes dos diversos intermediarios da BH (Griinari e Bauman, 1999).

Segundo Haug et al. (2007), o acido vacénico tem uma caracteristica impar entre os AG lacteos ao agir de
maneiras opostas (prejudicial e benéfica) sobre o metabolismo de quem o consome. Isso ocorre porque,
como a maioria dos AGT, ele tende a elevar as concentragdes plasmaticas de colesterol total, LDL, e reduzir
as concentragdes plasmaticas de HDL e, com isso, as chances de ocorréncia de infarto do miocérdio
(Mensink e Katan, 1990; Ascherio et al., 1999; Meijer et al., 2001; Clifton et al., 2004).

Em contrapartida, outros estudos ndo observaram nenhum tipo de agéo prejudicial do &cido vacénico sobre
os parametros plasmaticos (Willett et al., 1993; Tricon et al., 2006). Isso se explica, em parte, pelo fato dele
ser precursor do &cido ruménico na glandula mamaria dos ruminantes, onde, aproximadamente, 90% desse
AG é formado via acdo da enzima A°-desaturase (Kay et al., 2004), e por sua conversdo nos tecidos
humanos. Alguns estudos (Adlof et al., 2000; Turpeinen et al., 2002; Kuhnt et al., 2006) estabeleceram
taxas de conversdo média do &cido vacénico a ruménico em diversos tecidos humanos iguais a 30; 19 e
25%, respectivamente.

Diante do exposto, percebe-se que ainda € necessario que se descubra o real papel do &cido vacénico sobre a
salide humana.

13.6. Acido oleico

O leite é uma excelente fonte de &cido oleico (C18:1 cis-9), representando entre 20 e 25% do total de AG da
gordura lactea, fazendo com que ele seja 0 AG monoinsaturado de maior concentracdo neste alimento
(USDA, 2005). Ele é originado, predominantemente, da sintese endégena envolvendo a captagdo de &cido
estearico (C18:0) pela glandula mamaria com posterior dessaturacio pela acéo da enzima A%-desaturase. A
quantidade de acido oleico de origem dietética que chega a glandula mamaria é minima, consequéncia da
BH ruminal (Lock e Bauman, 2011).

Segundo Haug et al. (2007), dois tercos do &cido esteérico absorvido pela glandula mamaéria é utilizado pela
A’-desaturase. Isso explica, em parte, a alta concentracdo do &cido oleico no leite. Outros importantes
substratos para a agdo dessa enzima sdo os acidos miristico, palmitico e vacénico que ddo origem aos AG
miristoleico, palmitoleico e ruménico, respectivamente (Bauman e Lock, 2006).

O acido oleico é reconhecidamente benéfico a salde humana por ser capaz de reduzir as concentragfes
plasmaticas de colesterol, LDL e de triglicerideos (De Lorgeril et al., 1994; Carter et al., 1997; Kris-
Etherton et al., 1999; Mensink et al., 2003; Nicolosi et al., 2004).

13.7. Acidos graxos poli-insaturados

Os AGPI estdo presentes no leite em concentragdo aproximada de 2 g/L, sendo 0 &cido linoleico w-6 (ALL -
C18:2 cis-9 cis-12), o acido o-linolénico ®-3 (C18:3 cis-9 cis-12 cis-15) e os isdbmeros de CLA seus
principais representantes (Parodi, 1997; Jensen, 2002; O’Donnell-Mengaro et al., 2011).
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As familias ®-6 ¢ »-3 abrangem é&cidos graxos que apresentam insaturacdes separadas apenas por um
carbono metilénico, com a primeira insaturacdo no sexto e terceiro carbono, respectivamente, enumerado a
partir do grupo metil terminal (Martin et al., 2006). As tentativas em aumentar os teores de AG -6 € »-3 na
gordura do leite normalmente envolvem a suplementacdo da dieta com ingredientes ricos em &cidos
linoleico (soja, girassol) e a-linolénico (linhaca, éleo de peixe, forrageiras C3), respectivamente (Lock e
Bauman, 2004). Entretanto, a concentracio de AG ®-3 na gordura lactea é, geralmente, muito baixa (menos
de 0,5% em dietas ndo suplementadas e até 2% em dietas suplementadas com fontes lipidicas), sendo o
acido a-linolénico o principal isdmero (Jensen, 2002).

O interesse nutricional pelos AG ®-3 se justifica pelos beneficios observados na manutengdo da salde
humana, na prevencdo de doencas cronicas como as DCV, de desordens inflamatérias e neuroldgicas, e na
sintese de outros AG essenciais de cadeias carbdnicas longas (AGPI-CL) (Young e Conquer, 2005;
Yashodhara et al., 2009). O acido a-linolénico (»-3) é o principal substrato endogeno na sintese acido
ecosapentaenoico (EPA) C20:5 cis-5 cis-8 cis-11 cis-14 cis-17, docosahexaenoico (DHA) C22:6 cis-4 cis-7
cis-10 cis-13 cis-16 cis-19 e o docosapentaenoico (DPA) C22:5 cis-7 cis-10 cis-13 cis-16 cis-19 que,
posteriormente, sdo convertidos a eicosanoides. Estes AG tém importante papel no controle da agregacdo
plaquetéria e, por consequéncia, na reducdo de doengas coronarianas (Haug et al., 1992). J4 o &cido
linoleico (w-6) é o principal substrato endégeno na sintese do &cido araquiddnico (C20:4 cis-5 cis-8 cis-11
cis-14).

Devido as altas concentracdes dos AG »-6 na dieta dos paises ocidentais, 0s eicosanoides produzidos a
partir do &cido araquiddnico, especificamente as prostaglandinas, os tromboxanos, os leucotrienos e as
lipoxinas, sdo formados em maiores quantidades do que os produtos formados a partir dos AG ®-3. Os
eicosanoides produzidos a partir do araquidonico sdo biologicamente ativos ja em quantidades muito
pequenas e, se eles sdo formados em grandes quantidades, podem contribuir para a formacdo de trombos e
de ateromas; para desordens imunoldgicas, particularmente em pessoas sensiveis; e para a proliferacdo
celular (carcinomas). Assim, dietas com quantidades excessivas de AG -6 mudam o estado fisioldgico
para um que € pro-trombético e pro-agregatdrio, com o aumento da viscosidade do sangue e vasoconstricao
(Simopoulos, 2008).

Segundo Martin et al. (2006), os AG ®-6 ¢ -3 competem pelas enzimas envolvidas nas reacGes de
dessaturagdo (A*, A%, A° e A°-desaturases) e alongamento da cadeia carbonica. Embora essas enzimas
tenham maior afinidade pelos acidos da familia ®-3, a conversdo do &cido a-linolénico em AGPI-CL é
fortemente influenciada pelos niveis de &cido linoleico na dieta. Assim, a razdo entre a ingestdo diaria de
alimentos fontes de AG w-6 e ®-3 — relagdo w-6:0-3 — assume grande importancia na nutri¢do humana.

As razdes entre 2:1 e 3:1 tém sido recomendadas por varios autores, por possibilitar maior conversdo do
acido a-linolénico a DHA, alcancando o mé&ximo em torno de 2,3:1. Estudos cinéticos efetuados em
humanos submetidos a dietas com razdes »-6:»-3 entre 6:1 e 8:1 demonstraram que a conversdo do o-
linolénico a EPA e DHA foi prejudicada e variou de 8% a 21% e de 0% a 9%, respectivamente. Por outro
lado, dietas baseadas em razdes w-6:0-3 inferiores a 1:1 ndo sdo recomendadas, por inibirem a
transformacao do &cido linoleico a AGPI-CL (Martin et al., 2006).

A relagdo w-6:0-3 na gordura lactea tende a ser baixa se comparada & maioria dos alimentos de origem néo-
marinha. Essa relacdo é altamente influenciada pelo regime alimentar, permitindo que os produtos de
ruminantes sejam fonte importante de AG ®-3 na dieta humana (Haug et al., 2007).

Resultados de estudos clinicos a esse respeito obtidos nas Gltimas décadas tém demonstrado: - diminuicéo
de 70% na taxa de mortalidade em pacientes com doenca cardiovascular, quando a raz&o acido linoleico:a-
linolénico na dieta foi reduzida de 15:1 para 4:1; - reducdo nas inflamagdes decorrentes da artrite
reumatoide, quando a razdo o-6:0-3 da dieta esteve entre 3:1 e 4:1, condigdo que foi alcancada pela
suplementacdo com EPA, DHA e linoleico; - diminuicdo dos sintomas decorrentes da asma, quando a razéo
®-6:»-3 da dieta esteve ao redor de 5:1, sendo que em 10:1 os sintomas foram intensificados (Martin et al.,
2006).

13.8. Acidos linoleicos conjugados

Nos dias de hoje, a qualidade nutricional constitui-se aspecto fundamental no momento da escolha dos
alimentos. Isso tem ocorrido devido a preocupacdo, por parte de alguns consumidores, com relacdo aos
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potenciais beneficios a salde oferecidos por esses alimentos, recentemente definidos como “alimentos
funcionais”.

Os ingredientes funcionais mais celebrados e estudados da atualidade sdo os isdmeros conjugados do CLA,
AG encontrados principalmente nas gorduras dos produtos derivados dos ruminantes. CLA é um termo
geral que caracteriza um grupo de isdbmeros posicionais e geométricos do acido linoleico (Acido
octadecadienoico C18:2 cis-9 cis-12), com liga¢des duplas conjugadas variando entre 6-8 a 12-14 (Collomb
etal., 2004).

Para cada isdbmero posicional, quatro pares de isbmeros geométricos sdo possiveis (e.g., cis, trans; trans,
cis; cis, cis; e trans, trans). O termo CLA abrange, portanto, 28 isdmeros posicionais e geométricos, dos
quais 25 ja foram identificados na gordura lactea (Steinhart et al., 2003; Kramer et al., 2004) e apenas 0
acido ruménico (C18:2 cis-9 trans-11), o CLA trans-7 cis-9, o CLA trans-10 cis-12, o CLA trans-9 cis-11 e
0 CLA trans-9 trans-11 possuem, até 0 momento, comprovada atividade bioldgica (Collomb et al., 2004).

Os produtos lacteos e carneos fornecem, respectivamente, cerca de 70 e 25% do total de CLA presente na
dieta de estadunidenses (Ritzenthaler et al., 2001) e europeus (Parodi, 2003), e compreende de 0,4 a 4,8%
do total de AG da gordura do leite (Khanal e Dhiman, 2004; Palmquist et al., 2005). Dentre os diversos
isbmeros existentes, o acido ruménico é o predominante na gordura do leite, compreendendo entre 75 e 90%
do total (Lock e Bauman, 2004; Khanal e Dhiman, 2004; Delmonte et al., 2005; Palmquist et al., 2005).

O segundo isdbmero de CLA mais comum é o CLA trans-7 cis-9, representando cerca de 10% do total
(Yurawecz et al., 1998; Corl et al., 2002; Piperova et al., 2002; Palmquist et al., 2005). Sua concentragdo
pode variar bastante, dependendo da concentragdo do acido oleico da dieta, e chegar a 40% do total de CLA
(Piperova et al., 2000). O restante do CLA é composto por outros isdmeros presentes em concentragdes
sempre muito baixas (<1%) (Bauman et al., 2003), apesar de alguns deles (CLA trans-10 cis-12 e CLA
trans-9 cis-11) variarem consideravelmente e possuirem aces fisiol6gicas importantes (Haug et al., 2007).

13.8.1. A biossintese dos &cidos linoleicos conjugados

Corl et al. (2002) observaram forte correlacdo positiva entre a ingestdo didria de: a) acido oleico ou
linoleico com a concentragdo do isdmero CLA trans-7 cis-9 na gordura do leite; b) &cido linoleico com os
isomeros CLA trans-10 trans-12, CLA trans-9 trans-11, CLA trans-8 trans-10, CLA trans-7 trans-9, CLA
trans-8 cis-10, CLA trans-7 cis-9, CLA trans-10 cis-12, CLA trans-9 trans-11 e o &cido ruménico; c) acido
a-linolénico com os isémeros cis/trans e trans/cis-12/14 e trans-11 cis-13; sugerindo, entdo, que esses AG
(&cido oleico, linoleico e a-linolénico) sejam os principais precursores dos isomeros de CLA secretados no
leite (Figura 19).

O é4cido ruménico é um conhecido intermediario da BH ruminal dos acido linoleico e a-linolénico.
Inicialmente, imaginou-se que essa fosse sua Unica origem nos ruminantes. No entanto, Griinari et al.
(2000) demonstraram que, na verdade, a maior parte (58-77%) desse isbmero é sintetizada na glandula
maméria pela agio da enzima A°-desaturase, utilizando o cido vacénico como substrato. Assim, qualquer
estatégia que objetive elevar o teor de acido ruménico na gordura do leite deve focar no aumento do fluxo
extra-ruminal do acido vacénico e da atividade da enzima A®-desaturase no tecido mamério (Figura 20).

Segundo Bauman e Lock (2006), a secrecao lactea de &cido ruménico pode ser afetada tanto por fatores
dietéticos como por varia¢des individuais. Podem-se observar diferencas superiores a trés vezes na secre¢ao
desse isbmero de CLA entre individuos de um mesmo rebanho. Segundo os autores, esse comportamento se
explica, principalmente, pelas diferencas na sintese e atividade da enzima A°-desaturase.

Segundo Corl et al. (2002), o isdmero CLA trans-7 cis-9 s6 pode ser sintetizado a partir da acdo da enzima
A’-desaturase do tecido mamario, utilizando como substrato o AG trans-7 advindo da BH incompleta do
acido oleico (Figura 19). Essa afirmagdo é reforgada pelo fato desse isdmero de CLA nao ser encontrado no
fluido ruminal e estar presente em quantidades minimas no fluido duodenal (Piperova et al., 2002).

A origem do isdmero CLA trans-10 cis-12 era desconhecida até que Kim et al. (2002) perceberam que
bactérias Megasphaera elsdenii da cepa YJ-4 eram capazes de converter 4cidos linoleico e a-linolénico a
CLA trans-10 cis-12 (Figura 5). Essa é uma bactéria fermentadora de lactato que se desenvolve no rimen
de animais alimentados com dietas ricas em gréos, ou seja, redutoras de pH.
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Figura 19. Rotas metabélicas da formag&o dos isomeros de CLA e seus precursores em ambiente ruminal
ndo-acido. Adaptado de Collomb et al. (2004)
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Figura 20. Rotas metabdlicas da sintese ruminal e endégena do &cido ruménico (CLA cis-9 trans-11) em
bovinos leiteiros. Adaptado de Bauman e Lock (2006)

Os teores lacteos desse isdmero sdo sempre muito baixos, mas se elevam em vacas alimentadas com dietas
ricas em AGPI, apresentando pH ruminal abaixo de 6,0 (Bauman e Griinari, 2001; Piperova et al., 2002). O
CLA trans-10 cis-12 exerce papel fundamental no metabolismo de gorduras ao controlar a lipogénese
mamaria (Baumgard et al., 2000; Baumgard et al., 2002, Peterson et al., 2003).
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A origem do isdmero CLA trans-9 cis-11 ainda ndo esta bem definida, mas artigos dedicados a esse fim
sugerem que, assim como o CLA trans-10 cis-12, ele seja originado da BH incompleta dos AG poli-
insaturados presentes na dieta. Assim como o CLA trans-10 cis-12, a secrecdo lactea do CLA trans-9 cis-11
tem sido relacionada com a depressdo da lipogénese mamaria induzida pela nutricdo (Perfield et al., 2007).

13.8.2. A atividade da enzima A°-desaturase

A estearoil-CoA desaturase (SCD) ou delta-desaturase € uma importante enzima presente em vérios tecidos
dos ruminantes, em especial o adiposo e mamario, que tem por finalidade primaria converter os AG
saturados em monoinsaturados por meio da introdugdo de uma dupla ligagdo entre os atomos 9 e 10 da
cadeia carbdnica. A SCD também pode catalizar a reagdo de dessaturacdo de um largo espectro de AG
monoinsaturados, incluindo o &cido vacénico, a fim de gerar o &cido ruménico (Ntambi e Miyazaki, 2004).
Assim, a busca pela elevacdo da sua atividade se torna de grande interesse quando se objetiva a
maximizacdo do conteldo de diversos AG benéficos na gordura do leite (Jacobs et al., 2011).

Corl et al. (2001) observaram que cerca de 78% de todo acido ruménico secretado na gordura do leite era
advindo da sintese mamaria. Além do vacénico, as conversdes do C10:0 a C10:1 cis-9, C12:0 a C12:1 cis-9
e, principalmente, as do C14:0 a C14:1 cis-9, C16:0 a C16:1 cis-9 e acido estedrico a oleico também sédo
reguladas pela SCD nas células mamérias (Ntambi e Miyazaki, 2004). Segundo estes autores, a a¢do da
enzima sobre estes AG ndo ¢é uniforme, sendo que o C16:0 e o estearico sdo favorecidos. Soyeurt et al.
(2008) observaram que, em média, 40% do acido estearico absorvido do plasma pela glandula maméria é
convertido em oleico, fazendo com que mais de 50% do oleico secretado no leite bovino seja oriundo da
acdo da SCD.

Nas fémeas ruminantes em lactagdo, o SCD tipo 1 — o tipo mais presente e ativo nos tecidos dos ruminantes
— € abundantemente sintetizado na glandula maméria e desempenha papel importante na produgdo da
gordura do leite. No entanto, sua atividade é influenciada por uma série de fatores (Bernard et al., 2008).

A maioria dos estudos que examinaram os efeitos de fatores nutricionais sobre a atividade mamaria da SCD
em vacas leiteiras, utilizou dietas que causavam reducdo da lipogénese, ou seja, ricas em carboidrato
rapidamente fermentavel ou ricas em AGPI. Harvatine e Bauman (2006) e Peterson et al. (2003)
observaram reducdo (P<0,05) na expressdo mamaéria da SCD1 em vacas alimentadas com essas dietas. A
adicdo de 6leo de peixe, rico em AGPI e conhecidamente redutor da lipogénese, resultaram numa reducéo
significativa na expressdo de mRNA SCD1 na glandula mamaéria (Ahnadi et al., 2002).

Jacobs et al. (2011) observaram intensa redugdo na expressdao de mRNA SCD1 na glandula maméria de
vacas alimentadas com 6leo de soja (fonte de acido linoleico), sendo que 0 mesmo comportamento nédo foi
observado nos animais alimentados com 6leo de colza (fonte de acido oleico) ou 6leo de linhaga (fonte de
acido o-linolénico). Segundo os autores, a expressdo mamaria da SCD1 pareceu ser mais sensivel ao
fornecimento dietético de linoleico do que ao fornecimento de oleico ou a-linolénico, sugerindo, entdo, que
a expressao da SCD na glandula maméria bovina responde diferentemente aos diversos AG presentes na
dieta.

Outros fatores dietéticos e fisiologicos, citados por Soyeurt et al. (2008), capazes de afetar a expressdo da
SCD sdo: - o nimero de lactagdes; - o periodo da lactacdo (inicio, pico e fim de lactagdo), sendo que a
atividade sobre 0os AG C14:0 e C16:0 se eleva a medida que a lactacdo avanga; - a raca, sendo que o indice
de desaturase (concentracdo do AG monoinsaturado/concentracdo do saturado) observado nas ragas Jersey e
Pardo-Suico sdo inferiores ao do observado na raga Holandés; - os teores de gordura ou proteina do leite, ja
que foram observadas em diversos experimentos correlagdes negativas entre esses componentes lacteos e os
teores de C14:1 cis-9, C16:1 cis-9 e oleico da gordura.

Griinari et al. (2000) avaliaram, dentre outros, o grau de atividade da SCD A°-desaturase sobre os diferentes
AG saturados na glandula mamaria de vacas em lactagdo. Para isso, utilizaram o acido esterdlico, um
potente inibidor da acdo da A°-desaturase, para comparar as concentracdes dos AG monoinsaturados Cis-9 e
do &cido ruménico em momentos de presenga ou auséncia do &cido esterdlico. Os autores observaram que
as infusGes abomasais do acido estertlico reduziram as concentracfes de acido ruménico e elevaram
proporcionalmente as de vacénico. Comportamento semelhante foi observado pelos pares de AG afetados
pela acdo da desaturase, quais sejam, o C14:0 e C14:1 cis-9, o C16:0 e C16:1 cis-9 e o &cido esteérico e
oleico, demonstrando, assim, importante papel da enzima A%-desaturase sobre o perfil de AG lacteo. Em
termos de valores, os autores sugeriram que a enzima A°-desaturase é responsavel por cerca de 64% do
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acido ruménico presente no leite e por cerca de 70% do C14:1 cis-9 advindos da dessaturacdo do acido
vacénico e do C14:0, respectivamente.

Kay et al. (2005) estudaram o impacto do pastejo sobre a atividade da A°-desaturase na glandula maméria
de vacas e observaram que, apesar da glandula ser insensivel a acdo da insulina, a presenca de altas
concentracdes elevam o indice de desaturase e, consequentemente, o contelldo de AG monoinsaturados cis-
9 e de acido ruménico na gordura do leite. Nos tratamentos em que 0s animais pastejaram, observaram-se
baixas concentracdes plasmaticas de insulina e altos teores lacteos de acido ruménico e outros AG
monoinsaturados cis-9. Os autores concluiram que os altos teores de 4acido ruménico comumente
encontrados na gordura do leite de vacas mantidas sob pastejo séo, principalmente, reflexo da alta produgéo
de9 acido vacénico e, de forma secundaria e muito menos importante, devido a atividade e/ou expresséo da
A°-desaturase.

13.8.3. Potenciais beneficios do consumo de CLA

Os potenciais efeitos benéficos atribuidos aos isémeros CLA cis-9 trans-11 e CLA trans-10 cis-12
(anticarcinogénico, antiaterogénico, antidiabetogénico, imunomodulador, osteosintético e apoptdtico), e até
mesmo os efeitos negativos (formagéo de esteatose esplénica e hepética, inducéo de carcinogénese colica e
hiperinsulinemia) foram embasados, principalmente, em resultados de experimentos utilizando culturas
celulares ou modelos animais, com poucas, mas concretas, evidéncias geradas a partir de estudos com
humanos (Wahle et al., 2004; Toomey et al., 2006; Benjamin e Spener, 2009).

Outro detalhe que deixa margem para questionamentos da efetividade desses AG é o fato de que a grande
maioria dos estudos com esse foco utilizou na dieta animal suplementacdo de CLA sintetizado
industrialmente, ou seja, ndo originada de alimentos advindos dos ruminantes. Assim, a atividade fisioldgica
atribuida ao CLA originado dos produtos de ruminantes ainda precisa de comprovagdes cientificas mais
consistentes.

Por serem os isdbmeros de CLA predominantes na gordura dos ruminantes, o acido ruménico e o CLA trans-
10 cis-12 sdo o foco principal da maior parte dos estudos. O interesse por esses isbmeros foi estimulado
pelos resultados obtidos em estudos utilizando CLA disponivel comercialmente, que é composto por uma
mistura de quantidades semelhantes desses dois isbmeros (aproximadamente, 40% cada um). Nos trabalhos
mais recentes, no entanto, tem havido tendéncia a utilizacdo dos isbmeros isoladamente em produtos com
grau de pureza superior a 90% (Benjamin e Spener, 2009).

Segundo Belury (1995), os isdbmeros de CLA séo passiveis de acimulo nos tecidos animais € humanos em
quantidades significativas, independentemente da forma de fornecimento, seja via alimentos naturalmente
enriquecidos ou por suplementacdo da dieta sob a forma de 6leo. Assim como os AGPI da dieta, 0s
isdmeros de CLA e seus metabdlitos sdo rapidamente incorporados aos fosfolipides de membrana e a fragdo
lipidica dos diversos tecidos (Ip et al., 1991; Belury, 1995).

Além disso, metabdlitos alongados e desaturados de CLA originados da dieta j& foram identificados em
diversos estudos in vivo. A descoberta de que esses isdmeros podem ser convertidos endogenamente a
C18:3, C20:3 e C20:4 conjugados indica novas possibilidades para pesquisas futuras e sugere competicéo
desses AG com outras familias de AGPI, em particular com 0s AG -6 (Banni et al., 2001). Isso sugere,
mais uma vez, que o metabolismo de AG no tecido humano é muito mais complexo do que se imaginava
inicialmente.

Os topicos finais apresentados a seguir apresentam de forma sucinta as descobertas relacionadas a acdo dos
dois principais isdbmeros de CLA sobre a fisiologia celular e animal e suas atribui¢des a satide humana.

13.8.3.1. Acdo anticarcinogénica

Os efeitos do CLA sobre a saude dos seus consumidores foi estudado, inicialmente, em relacéo ao cancer.
Estudos subsequentes com modelos animais e culturas celulares demonstraram que o CLA cis-9 trans-11
possuia realmente acdo anticarcinogénica para diversos tipos de tumores (Ha et al., 1987; Whigham et al.,
2000; Belury, 2002; Corl et al., 2003; Parodi, 2003).

Ip et al. (1996) observaram que o consumo de manteiga naturalmente enriquecida com acido ruménico
produzida a partir da manipulagdo dietética de vacas leiteiras foi capaz de reduzir a incidéncia e o tamanho
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de tumores mamarios em ratas. Mais recentemente, os mesmos autores verificaram que tanto o acido
ruménico quanto o CLA trans-10 cis-12 foram eficientes em reduzir a formagdo de lesdes pré-malignas nas
glandulas mamarias de ratas apds seis semanas da administracdo de agentes carcinogénicos (Ip et al., 2002).
Resultados como esses sdo a principal razdo do enorme interesse pelos alimentos funcionais que contém
CLA em sua composicao.

Kritchevsky (2003) publicaram revisdo citando acdes inibitérias do CLA sobre o desenvolvimento de
tumores de pele, estdmago, célon e mama quimicamente induzidos. Estudos in vitro de células mieloides
leicémicas de ratos (Lui et al., 2005) e células colorretais e prostaticas humanas (Palombo et al., 2002); e
estudos in vivo de canceres de mama (Chajes et al., 2003; McCann et al., 2004) e de prostata em humanos
(Ochoa et al., 2004) apresentaram efeitos antiproliferativos significativos gerados pela acdo do CLA.

Dados publicados por Larsson et al. (2005) sugerem que o consumo de alimentos lacteos enriquecidos com
0 isdmero de CLA cis-9 trans-11 podem reduzir o risco de desenvolvimento de cancer colorretal. Ip et al.
(1996) observaram que a ingestdo de 0,05 a 0,5% de CLA na dieta foi capaz de reduzir o aparecimento de
tumores mamarios de ratas tratadas com 7,12-dimetilbenzeno, substancia reconhecidamente causadora de
cancer.

13.8.3.2. Acéo antiobesidade

A suplementacéo dietética com o isdbmero de CLA trans-10 cis-12 tem apresentado resultados efetivos na
reducdo do percentual da gordura corporal e na elevacéo do percentual de massa magra corporal de modelos
animais e humanos (Akahoshi et al., 2004; Syvertsen et al., 2007). Estudos realizados com roedores, suinos
e bovinos sugerem que os efeitos do CLA trans-10 cis-12 sobre a composi¢do corporal ocorrem tanto
devido a redugdo na deposicdo de gordura no tecido adiposo como pela elevacdo da taxa de lipdlise nesse
tecido (Azain, 2004) e potencializado, possivelmente, com o aumento da oxidagdo de AG nas células
musculares e adipécitos (Perez-Matute et al., 2007). Segundo Benjamin e Spener (2009), alem da perda de
gordura e do peso corporal total, o consumo de CLA reduziu as concentragdes plasmaticas de LDL e do
colesterol total.

Tanto o acido ruménico quanto o CLA trans-10 cis-12 foram eficientes na reducdo da sintese e deposicgao
de lipides nos adipécitos em modelo animal e em humanos (Mersmann, 2002). Além disso, o0 CLA trans-10
cis-12 também foi capaz de elevar o metabolismo basal, reduzir a diferenciagdo dos pré-adipdcitos, reduzir
a lipogénese e elevar a lipdlise e a oxidacdo de AG (Salas-Salvados et al., 2006).

13.8.3.3. A¢do antiaterosclerotica

A aterosclerose é uma doenga progressiva que acomete artérias de didmetro médio a calibroso, caracterizada
pelo acimulo de lipides no interior das células inflamatérias, pela aderéncia de plaquetas, pela proliferacdo
celular e pela deposicéo de célcio nas paredes arteriais (Benjamin e Spener, 2009).

Alguns estudos com modelos animais (Gavino et al., 2000; Thomas et al., 2000; Ostrowska et al., 2002;
Kritchevsky, 2003; Navarro et al., 2003; Valeille et al., 2004) e humanos (Noone et al., 2002; Roche et al.,
2002; Smedman et al., 2004; Tricon et al., 2004a; Tricon et al., 2006) mostraram que a suplementacéo
dietética com 6leo composto por uma mistura de isdmeros de CLA (&cido ruménico e CLA trans-10 cis-12),
mas, especialmente, com &cido ruménico puro, afetou de forma positiva o conteddo plasmatico de
colesterol. No entanto, boa parte desses estudos salientou que ainda é cedo para que haja posicionamento
com relacdo a esse assunto.

13.8.3.4. A¢do antidiabetogénica

A diabetes pode ser causada pela baixa producéo de insulina (tipo 1), pela resisténcia dos tecidos a acdo da
insulina (tipo 1), ou por ambas as causas. A suplementacdo dietética com CLA trans-10 cis-12 pode reduzir
os sintomas dessa doenca, especialmente a do tipo Il (Belury et al., 2003; Brown e Mclntosh, 2003).

Experimentos com o objetivo de investigar os mecanismos pelo qual o CLA age em nivel celular
apresentaram dados sugerindo que seus alvos primarios de agdo sdo os fatores de transcri¢do presentes na
membrana nuclear, quais sejam: PPARa, PPARy, SREBP1c (T6pico 8.1) e LXR-a (Liver X receptor-a)
(Taylor et al., 2004; Syvertsen et al., 2007). Aparentemente, portanto, os efeitos da acdo do CLA no
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metabolismo da glicose sdo efeitos secundarios mediados pela forma ativada (coativador 1) dos fatores de
transcricdo como o PPARy (Hammarstedt et al., 2003). Outra possivel acdo do CLA na redugdo da
hiperinsulinemia é por meio do estimulo a secrecdo da adiponectina, hormdnio secretado pelos adipécitos,
recentemente descoberto, que tem a capacidade de aumentar a sua sensibilidade a insulina (Nagao et al.,
2003).

Assim, tornam-se necessarios mais estudos com o objetivo de determinar a capacidade do CLA, em especial
do isémero CLA trans-10 cis-12 de influenciar o metabolismo de glicose e lipideos e, assim, auxiliar no
tratamento da diabetes tipo Il e de outras mazelas relacionadas a resisténcia a insulina.

13.8.3.5. Imunomodulagéo

Estudos in vitro, com a utilizagao de celulas imunoldgicas, e in vivo, em modelo animal, demonstraram que
diversos isdmeros de CLA tém a capacidade de modular a funcdo imunoldgica. No entanto, diferentemente
dos resultados observados em modelo animal, 0 mix de CLA consumido por mulheres jovens saudaveis ndo
foi capaz de alterar nenhum dos indices relativos ao status imunoldgico testado, sugerindo que a
suplementagdo de CLA por curtos periodos ndo trouxe nenhum beneficio ao sistema imunoldgico (Kelley et
al., 2000, Tricon et al., 2004b).

O’Shea et al. (2004) e Ringseis et al. (2006) observaram que 0s isdmeros CLA cis-9 trans-11 e CLA trans-
10 cis-12 foram capazes de inibir a liberacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) induzida por
eicosanoide nas células da musculatura lisa vascular, afetando, assim, a apresentacdo de antigeno. O TNFa é
uma citocina mediadora da apoptose celular conhecida por ter citotoxicidade contra células tumorais.

Estudos demonstraram que os isdmeros CLA cis-9 trans-11 e CLA trans-10 cis-12 foram capazes de
desencadear respostas imunologicas inatas e adaptativas (Albers et al., 2003; O’Shea et al., 2004; He et al.,
2007). Essa caracteristica se deve a capacidade do CLA de modificar os fatores ou mediadores
imunolégicos como os eicosanoides (Cheng et al., 2003), citocinas (Hur e Park, 2007) e produgdo de
imunoglobulinas (Ramakers et al., 2005).

Os efeitos imunomodulatérios do CLA podem ser aplicados na produgdo animal como uma alternativa ao
uso de antibidticos ou como modo de melhorar a resposta as vacinagdes, conferindo resisténcia a doengas
(Benjamin e Spener, 2009).

13.8.4. Outras consideracdes a respeito do consumo de CLA

A heterogeneidade dos resultados de estudos in vivo e in vitro, e o nimero ainda limitado de estudos
clinicos em humanos tem impedido que o meio cientifico defina com seguranca os isdmeros de CLA como
sendo nutrientes funcionais.

Um outro aspecto importante é o fato de que a maioria dos estudos clinicos utilizaram misturas sintéticas
puras, com predominancia do acido ruménico e do CLA trans-10 cis-12, como fontes de CLA. Esse fato
gera duvidas com relacdo ao real potencial nutracéutico da gordura lactea, visto que para que haja a ingestao
de quantidades significativas dos isdmeros benéficos, deve-se ingerir grandes quantidades de AG ndo
necessariamente benéficos como os AG saturados de cadeia média e os monoinsaturados trans, por
exemplo. Cria-se, entdo, limitagdo principalmente para aqueles individuos com problemas relacionados a
DCV e pessoas com sobrepeso (Benjamin e Spener, 2009).
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CAPITULO |

Consumo, producao, composicao e perfil de &cidos graxos do leite de vacas Holandés
recebendo niveis crescentes de 6leo de girassol em dietas a base de capim-elefante
picado

RESUMO

O experimento teve por objetivo avaliar os efeitos de diferentes niveis de inclusdo de 6leo de girassol (OG)
(0; 1,3; 2,5 e 3,7% em base de matéria seca) em dieta a base de capim-elefante picado sobre o consumo de
nutrientes, 0s parametros sanguineos, a producdo, a composicéo e o perfil de &cidos graxos (AG) do leite e
do plasma de doze vacas primiparas da raca Holandés. As primiparas foram distribuidas em trés quadrados
latinos (QL) 4 x 4, sendo que cada fase teve duragdo de 15 dias (10 destinados a adaptacéo as dietas e 5 as
coletas de dados e amostras). A inclusdo de diferentes niveis de 6leo de girassol (OG) & dieta influenciou
somente o consumo diario de carboidratos ndo fibrosos (P = 0,0004), de extrato etéreo (P<0,0001) e de OG
(P<0,0001). Os consumos de &cido palmitico (C16:0), estedrico (C18:0), oleico (C18:1 cis-9), linoleico
(C18:2 cis-9 cis-12) e a-linolénico (C18:3 cis-9 cis-12 cis-15) elevaram-se linearmente (P<0,001) com a
adicdo de OG as dietas, destacando-se 0 aumento de 473% e 328% observados para o &cido linoleico e
oleico, respectivamente. Nao se observou influéncia (P>0,05) das dietas sobre nenhum dos parametros
plasméticos avaliados. A adicdo de niveis crescentes de OG ndo influenciou (P>0,05) a producéo de leite
total, a corrigida para 3,5 % de gordura, a eficiéncia produtiva dos animais e nem a produgdo diaria dos
componentes lacteos, mas causou aumento linear do teor de gordura (P = 0,0015) e do teor de extrato seco
total (P = 0,0203) sem, no entanto, influenciar (P>0,05) os teores dos demais componentes do leite. Nem o
teor nem a producdo diaria de proteina foram influenciadas (P>0,05). A reducdo (P<0,0001) de 38% nos
teores de &cidos graxos de cadeia carbdnica impar ou ramificada na gordura do leite e os baixos teores totais
de proteina sugerem ter havido algum comprometimento no crescimento da microbiota do rumen. A
suplementacdo de dietas a base de capim-elefante picado com a adi¢do de niveis inferiores a 3,7% de 6leo
de girassol melhorou a qualidade da gordura lactea do ponto de vista da nutrigdo humana. Tais beneficios
foram decorrentes da reducdo (P<0,0001) dos teores dos AG de cadeia curta (C4:0 a C10:0) e média (C12:0
a C16:0); da elevacédo dos teores de acido oleico (P<0,0001) e dos isdbmeros de CLA, em especial do 4cido
ruménico (P<0,0001), em 26 e 244%, respectivamente; da elevacdo (P<0,0001) dos valores absolutos da
relacdo entre os 4&cidos graxos hipo e hipercolesterolémicos; além da elevacdo dos indices de
aterogenicidade (P<0,0001) e trombogenicidade (P<0,0001). Tais resultados permitiram concluir que o
fornecimento de OG ao nivel de 3,7% da matéria seca da dieta foi eficiente no sentido de incrementar a
qualidade nutricional da gordura l4ctea.

Palavras-chave: acido linoleico conjugado, consumo, manejo alimentar, metabolito sanguineo, Pennisetum
purpureum, TMR

ABSTRACT
This experiment aimed to evaluate the effects of different levels of sunflower oil (0, 1.3, 2.5 and 3.7% of diet
DM) on nutrient intake, blood parameters, milk production and composition and milk and plasma fatty
acids (FA) profile of twelve primiparous Holstein cows fed elephant-grass based diet. The cows were
divided into three 4 x 4 Latin-square (LS). Each phase of the LS extended by 15 days (10 days for diet
adaptation and 5 for data and samples collection). The inclusion of different levels of sunflower oil (SO)
influenced only the daily consumption of non-fiber carbohydrates (P = 0.0004), of ether extract (P<0.0001)
and of SO (P<0.0001). Palmitic (C16:0), stearic (C18:0), oleic (C18:1 cis-9), linoleic (C18:2 cis-9 cis-12)
and o-linolenic acid (C18:3 cis-9 cis-12 cis-15) intake increased linearly (P<0.001) by adding SO to diets.
The diets did not influence any plasma parameters evaluated. The addition of increasing levels of SO did
not affected (P>0.05) total and corrected to 3.5% fat milk production, animal efficiency and productivity or
the milk components daily productions, but linearly increased milk fat (P = 0.0015) and total solids content
(P = 0.0203). Neither the level nor the daily protein production were affected (P>0.05) by the different
levels of SO. The 38% reduction (P<0.0001) in total odd or branched chain FA in milk fat and the low total
protein levels suggest that the rumen microbial growth had been impaired. Chopped elephantgrass based
diet supplementation with SO levels below 3.7% improved the quality of milk fat. The improve of the milk fat
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quality, in a 3.7% SO supplemented elephantgrass based diet, were caused by a series of factors: — the
reduction (P<0.0001) of the short (C4:0 to C10:0) and medium (C12:0 to C16:0) chain FA levels; — the
elevation of the oleic acid levels (P<0.0001); — the improve of the CLA isomers concentrations, especially
the rumenic acid (P<0.0001); - the elevation (P<0.0001) of the ratio between hypo and
hypercholesterolemic FA; — the higher atherogenicity (P<0.0001) and thrombogenicity (P<0.0001)
indexes. These results sugests that providing a 3.7% SO supplemented elephantgrass based diet was
efficient in order to enhance the nutritional quality of milk fat.

Keywords: blood metabolites, conjugated linoleic acid, intake, feed management, Pennisetum purpureum,
TMR

INTRODUCAO

Inimeros trabalhos foram realizados com o objetivo de alterar a composicdo da gordura lactea, tornando-a
mais adequada ao consumo humano (Gama et al., 2008; Lopes et al., 2008). Neste sentido, com foco na
reducdo do risco de doencas cardiovasculares tem-se buscado a diminuicdo dos teores dos acidos graxos
(AG) saturados de cadeia média, como laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), e o
incremento da concentracdo do &cido oleico (C18:1 cis-9) no leite (Dewhurst et al., 2006). Por suas
propriedades anticarcinogénicas tem sido também alvo das pesquisas elevar as concentragdes dos acidos
linoleicos conjugados (CLA), cujo principal isbmero presente no leite bovino é o acido ruménico (C18:2
cis-9, trans-11), bem como de seu precursor na glandula maméaria, o acido vacénico (C18:1 trans-11)
(Dewhurst et al., 2006).

Na maioria dos trabalhos em que foi demonstrado o potencial da suplementacéo de dietas de vacas leiteiras
com fontes lipidicas de origem vegetal ricas em acidos linoleico e/ou a-linolénico em alterar positivamente
o perfil de AG da gordura do leite (Collomb et al., 2006) foram utilizadas espécies forrageiras frescas de
ciclo fotossintético C3, ou forrageiras C4 fornecidas, principalmente, sob a forma de fenos e silagens. Nos
processos de fenacdo e ensilagem podem ocorrer perdas oxidativas de AG poli-insaturados, principalmente
a-linolénico (Dewhurst et al., 2006), que nas plantas forrageiras € o principal substrato lipidico para
formacdo do acido vacénico via processos de bio-hidrogenacdo no rimen, e subsequente dessaturagdo para
&cido ruménico na glandula mamaéria (Elgersma et al., 2006). Por esta razdo, o leite de vacas alimentadas
com forrageiras fornecidas frescas apresenta potencialmente maior relacdo de AG insaturados:saturados,
maiores concentragcdes de AG poli-insaturados e de CLA que o obtido do leite de vacas recebendo dietas
baseadas em forragens conservadas (Elgersma et al., 2006; Gama et al., 2008).

O objetivo desse experimento foi avaliar os efeitos da inclusdo de niveis crescentes (0; 1,3; 2,5 e 3,7% da
MS) de 6leo de girassol em dietas a base de capim-elefante picado fornecido a vacas primiparas Holandés
sobre o0 consumo de nutrientes, a producéo e composicédo do leite, os parametros plasmaticos e sobre o perfil
de AG do leite e do plasma desses animais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado, no Campo Experimental José Henrique Bruschi, de propriedade da Embrapa
Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco a 435 metros de altitude, 21° 37°de latitude Sul
e 43° 18’de longitude Oeste, na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais. O clima da regido é classificado
como Cwa, mesotérmico (KOppen), com precipitagdo média anual de 1.500 mm.

Foram utilizadas doze vacas primiparas da raca Holandés que, no dia anterior ao inicio do experimento,
estavam com 95 + 25 dias p6s-parto, produzindo 16,5 + 2,8 kg de leite/dia e pesando 448 + 35 kg em média.
Os animais foram distribuidos em trés quadrados latinos (QL) 4 x 4. Os QL foram balanceados para efeito
residual, onde todos os tratamentos foram precedidos pelos demais 0 mesmo nimero de vezes (Sampaio,
2002). Cada bloco continha trés animais cuja distribuicdo foi idealizada de modo a torna-los os mais
homogéneos possiveis, considerando os dias em lactacdo, a producdo de leite e 0 peso corporal. Cada fase
do QL teve duracdo de 15 dias, sendo os dez primeiros destinados a adaptacéo as dietas e os cinco Ultimos,
as coletas de dados e amostras, totalizando 60 dias de periodo experimental.

A utilizacdo exclusiva de primiparas ocorreu devido a disponibilidade desses animais no Campo
Experimental no momento que precedeu o inicio do experimento. Nao houve, contudo, o objetivo especifico
de estudar tal categoria.
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Os animais foram alojados em curral do tipo free-stall, com camas individuais forradas com areia,
bebedouros coletivos, cochos para suplementagdo mineral e sistema de limpeza de pista por flushing. As
ordenhas foram feitas mecanicamente, duas vezes ao dia (as 6:00 h e as 14:00 h) e a producédo de leite
registrada diariamente durante todo o periodo experimental.

As instalacfes de ordenha eram compostas por uma sala de espera e uma sala de ordenha com fosso central
e sistema de contencdo para 16 animais (8 x 8) em posicionamento semi-paralelo a 60°. O sistema de
ordenha da marca Alfa-Laval era composto por unidade de vacuo VPB77, pulsadores eletrénicos EP100
com regulador automatico, unidade de ordenha modelo Harmony auxiliada por extratores de teteiras
automaticos com braco de servigo, medidores de vazdo MM25, unidades final SR60 e de limpeza C100E.

As pesagens dos animais foram feitas na parte da manha dos trés primeiros dias de cada fase do QL e nos
trés Gltimos dias do experimento, em balanca digital da marca Toledo modelo MGR-2000 (Toledo do Brasil
IndUstria de Balancgas Ltda, Sdo Bernardo do Campo, SP), sendo considerada como peso final, a média dos
trés dias. Ndo houve jejum prévio.

Todos os procedimentos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo nimero 280/2010.

1. Dietas experimentais

Originalmente, as dietas experimentais (tratamentos) a serem avaliadas no presente experimento foram
formuladas pelo programa SPARTAN (versdo 2.0; Michigan State University, MI, EUA) com base nas
exigéncias nutricionais estabelecidas pelo NRC (2001) para essa categoria animal (primiparas de 450 kg de
peso corporal, 16 kg de leite/dia com 3,5% de gordura) de modo a conterem teores de OG iguais a 0; 1,5;
3,0 e 4,5%, e relacdo volumoso:concentrado igual a 60:40, em base de matéria seca (MS).

O estabelecimento dos niveis de OG em 0; 1,5; 3,0 e 4,5% foi feito com o objetivo de comparar os
resultados com aqueles observados por Ribeiro (2009a) em experimento semelhante, mas utilizando éleo de
soja como principal fonte de AG insaturados. Entretanto, devido as diferencas nos teores de MS, fibra e
proteina do capim-elefante considerados no momento da formulagéo das dietas com aqueles observados no
decorrer do periodo experimental, houve desbalangos nas dietas e, consequentemente, variagdo na relacdo
volumoso:concentrado e nos teores de OG e de energia inicialmente planejados.

A formulacdo e a composicdo quimica estimadas das dietas calculadas pelo programa SPARTAN sdo
apresentadas na Tabela 1. Na Tabela 2, é apresentada a formulagdo e a composigao real das dietas avaliadas
no experimento.

Tabela 1. Formulagdo e composi¢do quimica das dietas experimentais originalmente estabelecidas

Dietas (% da matéria seca)
Controle 1,5% OG? 3,0% OG 4,5% OG

Ingredientes

Capim-elefante 60,4 60,6 60,5 59,9
Fuba de milho 10,8 9,7 8,9 8,2
Farelo de soja 16,5 17,2 17,1 17,6
Polpa citrica 10,8 9,5 8,9 8,2
Ndcleo vitaminico-mineral 15 15 15 1,5
Oleo de girassol 0,0 1,5 3,0 45
Composicao quimica®
Matéria seca — MS (%) 26,4 26,3 26,4 26,5
Proteina bruta (% da MS) 15,1 15,2 15,1 15,2
Fibra em detergente neutro (% da MS) 47,1 46,9 46,6 46,1
Extrato etéreo (% da MS) 2,1 3,5 50 6,4
Energia liquida de lactagdo (Mcal/kg) 1,51 1,57 1,62 1,68

TValores estimados pelo SPARTAN (Michigan State University, versdo 2.0); “°OG = 6leo de girassol.
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Tabela 2. Formulagdo e composi¢do quimica real das dietas experimentais

Dietas (% da matéria seca)
Controle  1,3% OG' 25% OG  3,7% OG

Ingredientes

Capim-elefante 67,4 67,6 67,5 66,9
Milho moido 8,9 7,9 7,3 6,8
Farelo de soja 13,6 14,1 141 145
Polpa citrica 8,9 7,8 7,3 6,7
Nucleo vitaminico-mineral 13 1,3 13 13
Oleo de girassol 0,00 1,28 2,50 3,74
Composicao quimica?
Matéria seca — MS (%) 28,7 29,8 29,5 30,8
Proteina bruta (% da MS) 12,4 12,8 12,1 12,4
Fibra em detergente neutro (% da MS) 53,2 53,4 53,5 53,5
Fibra em detergente 4cido (% da MS) 33,0 32,8 32,9 32,9
Extrato etéreo (% da MS) 1,6 3,0 4,2 51
Concentracao de acidos graxos (g/100 g de AG totais)
C16:0 (g/100 g de AG) 24,423 22,087 21,763 21,483
C18:1 cis-9 (g/100 g de AG) 10,278 9,364 9,532 9,394
C18:2 cis-9 cis-12 (g/100 g de AG) 28,457 31,374 33,103 33,658
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (g/100 g de AG) 21,693 20,994 20,835 20,759

1OG = 6leo de girassol; “Valores médios nos quatro periodos de coleta.

Assim, os tratamentos oferecidos, em base de MS, foram os seguintes:

- Controle: capim-elefante picado + suplemento concentrado sem adi¢do de OG;

- 1,3% OG: capim-elefante picado + suplemento concentrado com adicéo de 1,3% de OG;
- 2,5% OG: capim-elefante picado + suplemento concentrado com adicdo de 2,5% de OG;
- 3,7% OG: capim-elefante picado + suplemento concentrado com adicéo de 3,7% de OG.

Foi utilizado o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach) picado como Unica fonte de volumoso e
foram fornecidas na forma de mistura completa (Total mixed ration - TMR) com relacdo
volumoso:concentrado de 67:33, em base de MS. Como esperado, elas foram isofibrosas, isoproteicas e
apresentaram teores de energia uniformemente crescentes.

As dietas foram fornecidas ad libitum uma vez ao dia, logo ap6s a ordenha da manhd, na forma de mistura
completa, utilizando-se equipamento semi-automatizado e computadorizado (CALAN SUPER
DATARANGER®, American Calan Inc., Northewood, NH), em cochos cobertos dotados de portdes
eletrénicos do tipo calan-gate (American Calan Inc., Northewood, NH, EUA), instalados em curral free-
stall, com acesso livre a 4gua e a mistura mineral. As quantidades oferecidas foram ajustadas diariamente
antes do fornecimento da refeicdo, tomando por base a pesagem das sobras, a fim de permitir 10% de
sobras.

O capim-elefante foi cortado de capineira pré-estabelecida, situada préximo ao local de realizacdo do
experimento. No periodo pré-experimental, o solo da capineira foi corrigido e adubado conforme
recomendagdes agrondmicas. Foram feitos cortes de uniformizacdo de forma escalonada, objetivando-se
formar faixas de capim-elefante de diferentes idades de rebrota, a fim de se obter uniformizagdo da
qualidade da forragem no momento da colheita. Os cortes de uniformizacdo deveriam garantir colheitas de
graminea com composi¢do bromatolégica condizente com a idade de crescimento de 40 a 48 dias, mas
devido ao excesso de chuvas ocorrido no periodo pré-experimental, principalmente no més de janeiro
(Tabela 3), o crescimento da forragem ndo foi o esperado, impedindo, assim, a utilizacdo do material na
idade e composicdo bromatolégica desejadas (Tabela 4). Assim, a idade média do capim-elefante utilizado
durante o experimento foi de, aproximadamente, 70 dias.
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Tabela 3. Temperaturas médias maximas (Tmax) e minimas (Tmin) e precipitagdo entre 0s meses de
novembro de 2008 e marco de 2009

Més / Ano Tmax! (°C) Tmin? (°C) Precipitago (mm)
Novembro / 2008 27,7 17,7 195,8
Dezembro / 2008 30,0 20,0 200,0
Janeiro / 2009 30,2 20,6 288,7
Fevereiro / 2009 29,1 19,7 105,1
Marco / 2009 32,1 214 179,2

'Média das temperaturas maximas diarias observadas no més; “Média das temperaturas minimas diarias
observadas no més.

O capim-elefante foi cortado e transportado para o local do experimento a cada dois dias, sempre pela
manha. Apds cada corte, o capim era abrigado em galpédo coberto até 0 momento da picagem em picadeira
mével da marca Menta modelo S20T (Menta Mit Maquinas Agricolas LTDA, Cajurd, SP), impulsionada e
deslocada por trator Valmet modelo 88 (Valtra, Mogi das Cruzes, SP). A picagem do capim foi sempre
realizada momentos antes do fornecimento das refei¢fes. Devido ao fato de terem sido consumidas em, no
méaximo, 48 horas ap06s seu corte, pressupds-se que o material mantivesse seu conteudo lipidico integro,
com ac¢do minima da oxidagdo bacteriana e das lipases enddgenas.

Tabela 4. Composi¢do bromatoldgica e digestibilidade in vitro da matéria seca do capim-elefante picado
coletado durante os periodos de coleta das quatro fases dos Quadrados Latinos

12 fase 22 fase 32 fase 42 fase e;/;lll.a(gﬁ)ﬁ)s)l
Matéria seca, MS (%) 20,7 23,5 25,1 25,6 20,8
Proteina bruta (% da MS) 6,1 6,7 5,8 50 8,4
Extrato etéreo (% da MS) 1,2 1,3 1,3 1,2 2,6
Fibra em detergente neutro? (% da MS) 77,0 74,1 75,6 76,3 75,0
PIDN® (% da MS) 1,56 1,63 15 1,38 -
Fibra em detergente 4cido’® (% da MS) 51,3 49,3 47,5 49,3 43,9
Lignina (% da MS) 7,8 8,1 8,4 8,9 8,2
Cinzas (% da MS) 9,7 9,5 8,0 8,3 8,1
Digestibilidade in vitro da MS (%) 56,2 57,8 55,4 53,9 62,1
Concentracdo de &cidos graxos (g/100 g de AG totais)
C18:1cis-9 3,971 5,268 3,541 3,434 -
C18:2 cis-9 cis-12 16,706 18,751 18,565 19,914 -
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 28,853 27,267 35,009 34,700 -

"Valores referentes ao capim-elefante com 61 a 90 dias apresentados por Valadares Filho et al. (2010);
2Valores corrigidos para cinzas; *Proteina insol(vel em detergente neutro.

O preparo dos concentrados, formulados com fuba de milho, farelo de soja, polpa citrica, 6leo de girassol e
ndcleo vitaminico-mineral, ocorreu a cada 14 dias. A polpa citrica substituiu metade do fuba de milho em
todas as dietas. A sua inclusdo teve como objetivo principal alterar os padrdes de fermentagdo ruminal a
partir da substituicdo de parte do amido pela pectina. A pectina induz maior formacéo de acetato e menor de
propionato permitindo, assim, minimizar possiveis reducdes indesejaveis no pH ruminal (Leiva et al., 2000;
Hall, 2001; Eifert, 2004). Os resultados das anélises bromatoldgicas dos concentrados coletados em cada
fase do QL sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Composi¢do quimica média dos concentrados nas quatro fases do Quadrado Latino
Nivel de inclusdo de 6leo de girassol
(% da matéria seca da dieta)

Composigédo Quimica

Controle 1,3% 2,5% 3,7%
Matéria seca, MS (%) 87,8 88,1 88,2 88,5
Proteina bruta (% da MS) 25,6 26,7 247 25,7
Extrato etéreo (% da MS) 2,4 6,5 10,0 13,0
Fibra em detergente neutro® (% da MS) 14,1 13,2 12,6 15,1
PIDN? (% da MS) 5,06 4,69 4,69 5,63
Cinzas (% da MS) 8,0 8,2 8,1 75

Valores corrigidos para cinzas; “Proteina insolGvel em detergente neutro.

O ndcleo mineral (Matsuda — Top Milk Nucleo, S. S. Paraiso, MG) utilizado na formulagdo dos
concentrados foi misturado ao sal branco (NaCl) na proporgéo 1:1 e disponibilizado para os animais durante
todo o periodo experimental em cochos especificos para esse fim. A formulagdo do nucleo vitaminico-
mineral esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6. Formulag¢do do ndcleo vitaminico-mineral

Mineral/Vitamina Concentragdes'
Calcio (g) 255 (min.) — 268 (méax.)
Fésforo (g) 76
Enxofre (9) 20
Magnésio (g) 30
Cobalto (mg) 60
Cobre (mg) 850
lodo (mg) 65
Manganés (mg) 2.000
Selénio (mg) 20
Zinco (mg) 6.000
Ferro (mg) 1.000
Flaor (mg) 760 (max.)
Vitamina A (U.l./kg) 220.000
Vitamina E (U.1./kg) 500

!Niveis minimos de garantia por quilograma de produto.

2. Determinacéo do consumo

O consumo individual de alimentos foi determinado nos cinco dias de coleta de cada fase do QL, a partir da
diferencga entre a quantidade de sobras recolhidas pela manha e o material total oferecido a cada individuo
no dia anterior.

A estimativa do consumo diario dos nutrientes da dieta, em kg/dia, foi calculada a partir da multiplicacdo do
peso (em base de matéria seca) do material consumido pelo teor médio do nutriente presente no alimento e
nas respectivas sobras individuais. Foram também calculados a ingestdo de nutrientes em relacdo ao
consumo diario de MS (% da MS), o consumo de MS e FDN em percentagem do peso corpéreo (%pc).
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3. Avaliagdo da composicéo quimica e do perfil de acidos graxos da dieta

Nos cinco dias de coleta de cada fase do QL, foram realizadas amostragens diarias do capim-elefante
picado, dos concentrados, das dietas completas e das respectivas sobras individuais, sendo transformadas
em compostas representativas da fase do QL a que se referem e por vaca por fase do QL (sobras
individuais). Também foram coletadas amostras dos quatro tipos de concentrado apds o preparo da mistura
no 1° e no 14° dia, com o objetivo de avaliar possiveis alteraces no perfil de &cidos graxos causadas por
oxidacdo durante o periodo de armazenamento.

Apos a coleta, todas as amostras foram armazenadas a -10°C. Depois de descongeladas, as amostras de
volumoso, concentrado, oferecido e sobras, foram pré-secadas em estufa com circulagéo e renovagéo de ar,
modelo TE-394/3 (Tecnal Equipamentos para Laboratério, Piracicaba, SP), a 55°C por 72 horas, e moidas
em moinho de facas do tipo Willey da marca NUCLEO, modelo MR340, dotado de peneira com perfuragdes
de 1 mm. Posteriormente, as amostras foram analisadas no Laboratério de Anélises de Alimentos da
Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG) quanto aos teores de MS a 105°C, cinzas, proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas (cFDN), fibra em detergente acido
corrigida para cinzas (cFDA), proteina insollivel em detergente neutro (PIDN), celulose e lignina segundo
AOAC (1990). Utilizou-se a enzima amilase durante as analises de fibra das amostras de concentrado.

Amostras do capim-elefante picado, dos suplementos concentrados e de seus ingredientes tambeém foram
analisadas quanto ao perfil de AG. Para tanto, depois de coletadas e congeladas (-10°C), elas foram
liofilizadas em liofilizador modelo FD18 (Labconco, Kansas City, MO, EUA), moidas a 1 mm e,
posteriormente, encaminhadas ao Laboratdrio de Oleos Essenciais e Aromas da Embrapa AgroindUstria de
Alimentos (Rio de Janeiro, RJ). As amostras foram homogeneizadas e trituradas em blender e a analise dos
teores de gorduras saturada e insaturada foi realizada segundo o Método oficial 996.06, da AOAC (1990). A
metilacdo dos AG seguiu protocolo proposto por Hartman e Lago (1973).

Os ésteres metilicos obtidos foram analisados por cromatografia em fase gasosa em cromatografo modelo
HP 5890 series Il da Hewllet Packard com detector ionizagdo de chama (FID), utilizando-se coluna capilar
de silica fundida de 60 m x 0,32 mm de didmetro interno x 0,25 um de fase estacionaria de ciano propil
siloxano, com programacéo de temperatura de 150 a 200°C e taxa de aquecimento de 1,3°C/min. O injetor
foi mantido a temperatura de 250°C no modo de divisdo de fluxo (split) numa razéo de 50:1. Foi injetado
volume igual a 1 pL de solugdo 2% em diclorometano. A temperatura do detector de ionizagdo de chama foi
de 280°C e o fluxo de gés carreador (H,) foi de 2,5 mL/min (medido a 40°C).

A identificacdo dos ésteres metilicos dos AG foi realizada por comparagdo dos tempos de retengdo com
padrdes da NU-CHEK (Elysian, IL., EUA) nimeros 62, 79 e 87. O teor de cada AG em relacdo ao peso de
amostra de concentrado e de forragem foi calculado utilizando o peso do padrdo interno e os fatores de
conversdo do método 996.06 (AOAC, 1990). Para célculo do teor de AG foi realizada normalizacdo interna.

O OG utilizado no experimento, da marca SIOL (Siol Alimentos, Barueri, SP), também foi amostrado para
analise do perfil de AG. A metilacdo das amostras de OG ocorreu por transmetilacdo alcalina de acordo com
Christie (1982), com modifica¢fes (Chouinard et al., 1999). A determinacdo dos AG foi realizada no
Laboratdrio de Cromatografia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora - MG) em cromatografo gasoso,
modelo 6890N (Agilent Technologies) com detector de ionizacdo de chama (FID), utilizando-se coluna
capilar de silica fundida Varian (Palo Alto, CA, EUA), modelo CP-Sil-88, de 100 m x 0,25 mm de diametro
interno e 0,2 um de fase estacionaria de ciano propil siloxano. As condi¢des da corrida (fluxo dos gases e
gradiente de temperatura do forno e injetor) foram descritas por Kramer et al. (2001) com modo de divisdo
de fluxo (split) numa raz&o de 50:1. A identificacdo dos ésteres metilicos dos AG presentes no OG ocorreu
da mesma maneira que nos alimentos.

A determinacédo da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) do capim-elefante oferecido em cada
fase do QL foi realizada no Laboratério de Digestibilidade da Embrapa Gado de Leite (Coronel Pacheco,
MG), segundo a metodologia descrita por Tilley e Terry (1963). Ndo foram realizadas andlises de DIVMS
nas sobras.

As amostras de capim-elefante utilizadas nas analises foram obtidas do pool de amostras coletadas nos
cinco dias de coleta de cada fase do QL. Elas foram pré-secadas em estufa de ventilagdo forcada (TE-394/3,
Tecnal Equipamentos para Laboratdrio, Piracicaba, SP) regulada para a 55°C por 72 horas e moidas a 1 mm
antes de serem analisadas. As amostras foram digeridas em triplicata por 96 h.
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4. Avaliacdo da producéo e composicao do leite

O registro das producdes individuais de leite foi realizado nos cinco dias de coleta de amostras de cada fase
do QL a partir da soma das producdes das duas ordenhas diarias aferidas por meio de medidores de vazédo
da marca Alfa-Laval modelo MM25.

A producdo de leite corrigida (PLC) para 3,5% de gordura (PLC3,5%) foi calculada segundo Sklan et al.
(1992), por meio da seguinte férmula;

PLC3,5% = (0,432 + 0,1625 x % de gordura do leite) x producdo de leite em kg/dia

Neste mesmo periodo, foram coletadas em frascos plasticos de 50 mL contendo uma pastilha de bronopol
como conservante (AOAC, 1990) amostras individuais para a determinacdo da composigao fisico-quimica
do leite. A coleta foi feita por meio de dispositivo acoplado a ordenhadeira e, apds a homogeneizagao do
leite ordenhado, foram coletadas em aliquotas de 2/3 e 1/3 (respectivamente nas ordenhas da manha e da
tarde) com o objetivo de obter amostras representativas da producédo individual no periodo de 24 horas. As
amostras foram mantidas sob refrigeracdo (<10°C), por periodo nunca superior a 24 horas, até 0 momento
das anélises (teores de gordura, lactose, proteina, extrato seco total e desengordurado e contagem de células
somaticas), realizadas no Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG),
no equipamento Bentley 2000 (Bentley Instruments).

A avaliagdo da contagem de células somaticas (CCS), expressa em células/mL, foi convertida para o
sistema de escore linear (EL), cuja amplitude varia de 0 a 10, segundo recomendagdes propostas por
Dabdoutb e Shook (1984). A conversdo foi realizada utilizando a seguinte férmula:

EL = (log, (CCS / 100.000)) + 3

Segundo os autores, o EL de uma glandula mamaéria sadia deve ser inferior a 4 (equivalente a 330.000
células/mL de leite).

O aumento anormal da CCS do leite é reflexo da presenca de infec¢fes intramamarias. Esse aumento exerce
influéncia sobre a composi¢éo do leite, reduzindo a concentra¢do dos constituintes normais e elevando a de
constituintes sanguineos, como albumina, imunoglobulinas e alguns ions (Wilson et al., 2004). Apesar de
aparentemente a CCS ndo ser afetada pela adicdo de lipidios a dieta, tornou-se necesséria sua avaliagdo com
0 objetivo de verificar se a sanidade maméria influenciou a composicao do leite no presente experimento.

A eficiéncia produtiva (EP), indice que permite verificar a eficiéncia de conversdo do alimento consumido
em leite secretado, foi calculada por meio da seguinte férmula:

EP = consumo de MS/producdo de leite em kg/dia

5. Avaliacdo do perfil de &cidos graxos do leite

No primeiro dia de coletas de dados e de amostras de cada fase do QL também foram obtidas amostras
individuais de leite das 12 vacas, em frascos pléasticos de 50 mL sem conservante. Estas amostras foram
congeladas e armazenadas (-10°C) visando a posterior determinacdo do perfil de AG no Laboratério de
Cromatografia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG).

No dia do preparo, as amostras de leite foram descongeladas e homogeneizadas com o auxilio do aparelho
de ultrassom modelo T660/H da marca EIma (Schwing, Alemanha). O processo de extracao lipidica baseou-
se no procedimento proposto pela AOAC (Official Method 985.05). Em 1,0 mL de amostra, foram
adicionados hidréxido de amonio 25%, etanol 94%, dietil-éter e hexano (0,2; 1,0; 2,5 e 2,5 v/v). A (nica
modificacdo em relacdo ao procedimento original foi a substituicdo do éter de petréleo pelo hexano como
solvente. A fase superior contendo a gordura (~40 mg) foi transferida para outro tubo de ensaio e evaporada
completamente com a utilizagéo de fluxo de gas nitrogénio.

Durante a obtencdo dos AG metil-éster, que ocorreu por transmetilacdo alcalina, de acordo com Christie
(1982) com modificagdes (Chouinard et al., 1999), foram utilizados 40 pL de solucdo reagente recém-
preparada (1,75 mL de metanol e 0,4 mL de metdxido de sodio — MeONa). Este procedimento foi
preferencialmente utilizado, pois catalises acidas podem resultar na isomerizagdo dos isdbmeros de CLA de
configuracdo cis-trans ou trans-cis para configuragdes do tipo trans-trans (Kramer et al., 1997). Em
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seguida, o contetdo foi neutralizado pela adi¢do de 60 pL de solugdo de acido oxalico (1,0 g de &cido
oxalico em 30 mL de dietil-éter), os residuos de metanol e dgua foram retirados pela adigdo de 200 mg de
cloreto de calcio e, apds centrifugacdo, o liquido foi transferido para recipientes do tipo vial com tampas
plasticas com septos de Poli Tetra Fluoretileno (PTFE).

A concentracdo de cada AG presente nas amostras — expressa em g/100 g de AG totais — foi calculada a
partir da multiplicacdo da relacdo das suas areas sob as curvas (picos) em relacdo a area total do
cromatograma (%) pela produgdo diéria de gordura total. As concentragdes dos AG de cadeia carbonica par
de 4 a 18 foram corrigidas por fatores de conversdo segundo Wolff et al. (1995).

Com o objetivo de facilitar a interpretagdo do comportamento de sintese e secrecao de alguns AG chave,
foram calculados alguns somatdrios e relagdes entre eles. Essas relagdes estdo apresentadas a seguir:

3 CLA: Somatério dos acidos linoleicos conjugados (CLA) cis-9 trans-11 + trans-7 cis-9; CLA
trans-9 cis-11 e CLA trans-10 cis-12;

¥ Inibidores: Somatério dos inibidores da lipogénese mamaria (CLA trans-9 cis-11 e CLA trans-
10 cis-12);

¥ Saturados Cadeia Par Curta, Média, Longa e Total: Somatério dos AG saturados de cadeia
carbonica par curta (4 a 10 carbonos), média (12 a 16 carbonos), longa (>18 carbonos) e da
soma de todos eles, respectivamente;

¥ AGCIR Somatério dos AG de cadeia carbdnica impar linear e ramificada (anteiso, iso);

¥ Anteiso: Somatério dos AG de cadeia impar ramificada anteiso;

¥ Iso: Somatdrio dos AG de cadeia impar ramificada iso;

% Impares Lineares: Somatério dos AG de cadeia carbdnica linear impar;

¥ Monoinsaturados Pares: Somatorio de AG com insaturagdes Unicas cis, trans e da soma de todos
eles;

¥ C18:1: Somatdrio dos AG monoinsaturados de cadeia carb6nica igual a 18;

¥ Poli-insaturados: Somatoério dos AG poli-insaturados com ligagdes (cis, cis) nas posi¢oes -3 e
®-6;

¥ C18 o-6 trans: Somatério dos AG de cadeia carblnica igual a 18 com saturagdes trans na
posi¢do w-6;

Hipo:hiper: Relagdo entre o somatério dos AG hipocolesterolémicos (C18:1 cis-9; C18:3 cis-9 cis-
12 cis-15; C20:5 »-3 e C22:6 »-3) e 0 somatério dos AG hipercolesterolémicos (C12:0;
C14:0 e C16:0);

»-6:0-3: Relagdo entre o somatdrio dos AG -6 ¢ o somatorio dos AG ®-3;

Delta 12, 14, 16, 18 e CLA: Relagéo calculada a partir da divisdo dos AG monoinsaturados cis-9
pelos seus isdmeros saturados, permitindo, assim, verificar o grau de atividade e
seletividade de substrato pela enzima Ag-desaturase;

indice de Aterogenicidade = {(C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0)}/(SAGMI + Zo6 + Zo3), onde
YAGMI ¢ o somatério dos AG monoinsaturados, segundo (Ulbright e Southgate, 1991);

indice de Trombogenicidade = (C14:0 + C16:0 + C18:0)/{(0,5 x SAGMI) + (0,5 x Zw6)+ (3 x
Y®3) + Ew3 /Zw6)}, onde ZAGMI é o somatério dos AG monoinsaturados, segundo
(Ulbright e Southgate, 1991);

6. Parametros sanguineos

As amostras de sangue foram coletadas via puncao da veia coccigea, apos a ordenha da manhd do ultimo dia
de coletas de cada fase dos QLs utilizando tubos a vacuo contendo solugdo do &cido etilenodiaminotetra-
acético tripotassico (EDTA-K;) a 10% como anticoagulante. Essas amostras foram imediatamente
centrifugadas (1.500 g por 15 min) para separacdo do plasma. As aliquotas destinadas a andlise das
concentracdes de glicose, ureia, AG nado-esterificados (AGNE) e a identificacdo do perfil de AG foram
acondicionadas em microtubos (capacidade de 2 mL) com tampa, previamente identificados, e congelados a
-10°C.

As concentragdes plasmaticas de glicose foram determinadas pelo método enzimatico da glicose oxidase
(kit Glicose PAP ref. 84 da LabTest® Diagnéstico S.A., Lagoa Santa, MG); as de ureia, pelo método
enzimatico-colorimétrico da urease (kit Ureia CE ref. 27 da LabTest® Diagndstico S.A., Lagoa Santa, MG)
e AGNE (kit NEFA C, Wako Pure Chemicals Industries).

A andlise qualitativa dos AG presentes no plasma sanguineo seguiu o procedimento de transmetilacéo direta
(one step) proposto por Masood et al. (2005). Em 50 pL de amostra foram adicionados 1,9 mL de metanol e
100 pL de cloreto de acetila; a solucdo resultante foi mantida em banho-maria a 95°C por 60 minutos. Ap6s
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seu resfriamento, adicionou-se 1,5 mL de hexano que foi, em seguida, transferido para outro tubo de ensaio
e evaporada completamente com a utilizacdo de fluxo de gas nitrogénio. Ao final do processo, a fase apolar
foi ressuspendida com 60 pL de hexano e armazenada em recipiente proprio do tipo vial com tampas
plasticas com septos de Poli Tetra Fluoretileno (PTFE).

Durante o preparo, foram adicionados 100 pug de Butil-Hidroxi-Tolueno (BHT) — pureza >99% - (SAFC, St.
Louis, MO, EUA) por amostra, com o objetivo de impedir possiveis oxidacdes lipidicas durante o preparo
das amostras (Masood et al., 2005).

A determinacdo dos AG nas amostras de plasma foram realizadas no Laboratorio de Cromatografia da
Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora - MG) em cromatografo gasoso, modelo 6890N, da Agilent
Technologies, com detector de ionizacdo de chama (FID), utilizando-se coluna capilar de silica fundida
Varian (Palo Alto, CA, EUA), modelo CP-Sil-88, de 100 m x 0,25 mm de didmetro interno e 0,2um de fase
estacionaria de ciano propil siloxano. As condicGes da corrida (fluxo dos gases e gradiente de temperatura
do forno e injetor) foram descritas por Kramer et al. (2001), com modo de divisdo de fluxo (split) numa
razdo de 1:1 (splitless). A identificacdo dos ésteres metilicos dos AG do leite ocorreu de forma semelhante a
dos alimentos e leite.

7. Procedimentos estatisticos

Os resultados de consumo e digestibilidade de nutrientes, producdo de leite, pardmetros plasmaticos,
composicao e perfil de AG do plasma e do leite foram analisados por meio de modelos mistos, utilizando-se
o procedimento MIXED do SAS versdo 9.0 (P<0,05). A escolha da matriz de co-variéncia foi realizada com
base no Critério de Informacao Akaike-AlIC (Wolfinger, 1993), adotando-se as seguintes fontes de variagéo:
QL, vaca dentro de QL, periodo, niveis de OG e interagdo QL versus niveis.

Foram considerados efeitos fixos os niveis de inclusdo do OG nas dietas e como efeitos aleatorios periodo,
vaca, vaca (QL) e QL. Os efeitos linear e quadratico foram analisados por contrastes ortogonais utilizando o
comando CONTRAST do SAS versao 9.0.

Estudos de regressdo e correlacdo foram realizados para algumas varidveis foi feito por meio do
procedimento CORR e REG do SAS versdo 9.0, correlacdo de Pearson (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Consumo de alimentos

A incluséo de diferentes niveis de 6leo de girassol (OG) a dieta ndo influenciou (P>0,05) o consumo diario
da matéria seca (MS), das fibras insollveis em detergente neutro (FDN) e acido (FDA) ou da proteina bruta
(PB), tanto em kg/dia como em relagdo ao peso corporal (g/kg de pc ou em %pc), conforme apresentado na
Tabela 1. As excecdes se referem ao consumo diério de carboidratos ndo fibrosos (CNF) (P = 0,0004), de
extrato etéreo (EE) (P<0,0001), de OG (P<0,0001) e dos diversos &cidos graxos (AG), reflexo do aumento
da adicdo de OG nas dietas. Ndo houve interagdo entre QL x tratamento (P>0,05) para nenhuma das
variaveis avaliadas.

Segundo o NRC (2001), a previsdo de consumo diario de nutrientes (em base de MS) para a categoria
animal avaliada — primiparas da raca Holandés com 450 kg de peso corporal, produzindo 15,0 kg de
leite/dia contendo 3,5% de gordura e 2,75% de PB — ¢é de 13,1 kg de MS; 13,0% ou 1,70 kg de PB, no
maximo de 8,0% ou 1,05 kg de EE e, no minimo, 28,0% ou 3,67 kg de FDN. Os consumos diarios de MS e
PB nédo alcangaram os valores estimados pelo NRC (2001). Tais resultados explicam-se, em parte, pela
diferenca entre a composicdo quimica da dieta estimada e a realmente fornecida aos animais (Tabelas 1 e 2
do Material e Métodos). Como explicado anteriormente, essa diferenca ocorreu devido as variagdes nos
teores de MS, FDN e PB do capim-elefante entre 0 momento da formulagdo das dietas e os obtidos no
decorrer do experimento, apesar dos cuidados culturais tomados com a capineira durante o periodo pré-
experimental.
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Tabela 1. Consumos diarios de nutrientes de vacas primiparas da raca Holandés alimentadas com dietas a base de capim-elefante picado suplementadas com 0 (controle); 1,3; 2,5 ¢

3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria seca total

] Nivel de inclusdo de OG na MS da dieta (%0) Valores de P
Variavel EPM! Equacbes de regressio r?
0,0 1,3 2,5 3,7 L Q
kg/dia
MS 10,8 11,5 10,8 11,1 0,3551 0,9545 0,4230 - -
FDN 5,79 6,13 5,80 5,93 0,2010 0,8880 0,4002 - -
FDA 3,58 3,76 3,56 3,64 0,1235 0,9617 0,4820 - -
PB 1,34 1,46 1,31 1,38 0,0526 0,7085 0,3450 - -
CNF 3,54 3,52 3,28 3,21 0,1059 0,0004  0,7097 9 =3,576 — 0,097X 0,17
EE 0,175 0,344 0,449 0,568 0,0129  <0,0001 0,0010 9 =0,187+0,105X 0,93
oG 0,000 0,149 0,271 0,414 0,0077  <0,0001 0,5942 §=0,00067 +0,11115X 0,98
g de alimento/kg de peso corporal
MS 24,4 25,5 24,6 25,1 0,9061 0,5499 0,6024 - -
FDN 13,0 13,6 13,2 13,4 0,5187 0,4812 0,5615 - -
% do peso corporal
MS 2,44 2,55 2,46 2,51 0,0908 0,5626 0,5846 - -
FDN 1,30 1,36 1,32 1,34 0,0517 0,5294  0,5784 - -
g/dia
C16:0 28,0 39,6 46,1 52,7 1,3454  <0,0001  0,0102 $=29,02 +6,322X 0,63
C18:0 4,0 8,1 10,7 134 0,3094  <0,0001  0,0040 9 =14,863 +2,950X 0,19
C18:1 cis-9 20,3 48,2 68,5 86,9 1,8884  <0,0001 0,0017 9 =23,55+19,03X 0,61
C18:2 cis-9 cis-12 48,1 139,3 208,2 275,6 58736  <0,0001 0,0084 ¥=51,41 +59,97X 0,86
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 19,2 21,8 21,2 22,3 0,6476 0,0001 0,1045 ¥=19,76 +0,723X 0,20

'Erro padrdo da média; r’ = coeficiente de determinagao.
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A adicdo do OG as dietas substituiu parte da energia advinda dos CNF presentes no volumoso e,
principalmente, no concentrado, fazendo com que a participagéo da energia advinda do OG se tornasse cada
vez maior. Assim, uma vez que a relacdo volumoso:concentrado permaneceu inalterada, era de se esperar
gue tanto os teores presentes na dieta como o consumo diario de CNF diminuisse com o0 aumento dos teores
de OG nas dietas. O consumo de CNF foi reduzido (P = 0,004; § = 3,576 — 0,097X; r* = 0,17) 9,4% do
tratamento controle (0% de OG) para aquele com adicao de 3,7% de OG.

O consumo diario maximo de EE sugerido pelo NRC (2001) nao foi alcangado por nenhum dos tratamentos,
nem mesmo pelo de maior adicdo de OG. Essa observagdo sugere que a microbiota e, por consequéncia, a
fermentacdo ruminal tenha sofrido pouca agdo deletéria e, com isso, pouca redugdo na digestibilidade dos
alimentos.

Essa afirmacdo é reforcada pelos resultados observados por Ribeiro (2009a). Com o objetivo de avaliar os
efeitos da adicdo de Oleo de soja sobre os diferentes parametros fisioldgicos (consumo, parametros
ruminais) e produtivos (produgdo, composicdo e perfil de &cidos graxos do leite) de vacas leiteiras, o autor
forneceu quatro dietas com diferentes quantidades (0; 1,5; 3,0 e 4,5% da MS) de éleo de soja (OS) para
doze vacas Holandés x Gir em lactagdo distribuidas em trés Quadrados Latinos (QL) 4 x 4 submetidas a
dietas baseadas em capim-elefante picado numa relagdo volumoso:concentrado (V:C) igual a 52:48. Assim
como no presente experimento, o autor também ndo observou influéncia (P>0,05) da adicdo de OGleo
(consumo diario maximo de 980g e percentual de 7,1% de EE na MS) sobre o consumo de MS (em kg/dia e
em %pc).

Da mesma maneira, Souza (2011) trabalhando com vacas Holandés x Gir com o objetivo de avaliar o efeito
da adicdo de diferentes quantidades (0; 1,5; 3,0 e 4,5% em base de MS) de OG em dietas & base de cana-de-
acucar (V:C = 60:40, base MS), também ndo observou influéncia (P>0,05) da adi¢do do 6leo sobre o
consumo de MS em kg/dia. Houve apenas uma tendéncia (P = 0,10) de reducdo no consumo em percentual
do peso corporal a medida que se adicionou 6leo.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da adi¢do de 4,0% de OS combinado, ou ndo, com monensina sédica
em dietas baseadas em silagem de milho fornecidas para vacas Holandés x Gir, Eifert et al. (2005)
observaram que a inclusdo de 4,0% de OS na MS da dieta reduziu (P = 0,006) o consumo de matéria seca de
17,5 para 15,1 kg/dia. Em experimento semelhante, mas com adi¢do de 2,25% de OS, Eifert et al. (2006)
verificaram tendéncia de queda (P = 0,07) no consumo de MS (19,0 para 17,8 kg/dia).

Como a propor¢do volumoso:concentrado das dietas oferecidas no presente experimento permaneceu fixa
em 67:33 e a contribuicdo de gordura do capim-elefante na dieta completa foi minima (aproximadamente,
1,2% de EE na MS), pode-se afirmar que a variacdo observada no perfil dos AG consumidos €é reflexo
direto do aumento da proporg¢do do OG na dieta.

Os consumos de 4cido palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1 cis-9), linoleico (C18:2 cis-9 cis-
12) e a-linolénico (C18:3 cis-9 cis-12 cis-15) elevaram-se linearmente (P<0,001) com a adicdo de OG as
dietas, destacando-se o aumento de 473% e 328% observados para o &cido linoleico e &cido oleico,
respectivamente. Elevacgdes tdo substanciais se explicam pela maior proporcdo desses AG na composicdo do
OG (Tabela 5).

2. Paréametros plasmaticos

As concentragBes plasmaticas de acidos graxos nao-esterificados (AGNE), glicose e ureia ndo foram
influenciadas (P>0,05) pelo aumento da quantidade de OG na dieta (Tabela 2), sendo os valores médios de
0,315 mmol/L; 54,67 mg/dL e 29,78 mg/dL, respectivamente.

Durante periodos de déficit energético, ocorre lipolise das moléculas de triglicerideos (TG) armazenadas no
tecido adiposo dando origem aos AGNE. Estes, em seguida, entram na circulagdo sanguinea para serem
transportados para o figado ou para os drgéos e tecidos que necessitam de energia. Por isso, a concentragao
plasmatica de AGNE determinada no sangue tem sido utilizada como parametro de avaliagdo do grau de
mobilizacdo das reservas corporais e, consequentemente, do deficit energético no dado momento. Niveis
elevados de AGNE em vacas indicam que o consumo de energia via dieta ndo esta sendo suficiente para
suprir as necessidades demandadas para producdo de leite, crescimento fetal ou, no caso de vacas
primiparas, também para crescimento corporal.
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Tabela 2. Parametros plasmaticos de vacas primiparas da raga Holandés alimentadas com dietas a base de
capim-elefante picado suplementadas com 0 (controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria
seca total

N Nivel de inclusdo de OG na MS da dieta (%0) L Valores de P
Variavel EPM
0,0 1,3 2,5 3,7 L Q
AGNE (mmol/L) 0,310 0,304 0,315 0,329 0,0351 0,4872  0,6407
Glicose (mg/dL) 54,79 54,10 54,88 54,70 1,4621 0,9627  0,7701
Ureia (mg/dL) 29,38 30,36 28,95 30,27 2,3700 0,7066  0,8194

'Erro padréo da média.

Segundo Ospina et al. (2010), os momentos ideais para se avaliar os niveis de AGNE no plasma de bovinos
leiteiros, a fim de se evitar a ocorréncia da sindrome metabolica no puerpério (deslocamento de abomaso,
retencdo de placenta, metrite e cetose clinica), é cerca de 14 dias pré e 14 dias p6s-parto. Segundo 0s
autores, no periodo pré-parto as concentracdes de AGNE devem permanecer inferiores a 0,300 mmol/L e no
po6s-parto nunca superiores a 0,600 mmol/L.Tomando-se tais valores como referéncia e levando-se em
consideracéo o periodo de lactagdo e a categoria animal utilizada, as concentracfes de AGNE observadas no
presente experimento sugerem que a dieta forneceu energia suficiente para suprir as demandas dos animais,
mesmo sendo o consumo de MS inferior ao predito pelo NRC (2001).

Na Tabela 3 é apresentada uma sintese de resultados de experimentos onde utilizaram-se diferentes fontes
de gordura na dieta de vacas. Apesar do fornecimento de dietas com niveis crescentes de energia, Souza
(2011) observou aumento (P = 0,0147) nos teores plasméticos de AGNE a medida que se elevou os niveis
de OG na dieta. O autor sugere que esse comportamento ocorreu em razdo do maior consumo de 4cidos
graxos originados das dietas, proporcionando aumento do transporte de lipideos no sangue.

E interessante que se observe o comportamento das concentragbes plasmaticas de AGNE observadas por
Kay et al. (2005) e Carriquiry et al. (2009) (Tabela 3). O primeiro experimento obteve concentragdes
bastante reduzidas (0,100 mmol/L), reflexo da baixa produgdo leiteira (18,9 kg), caracteristica de final de
periodo de lactagdo e, o segundo, obteve valores sensivelmente mais elevados (0,415 mmol/L), reflexo da
alta producdo (41,3 kg/dia) e, consequente, mobilizacdo lipidica do tecido adiposo.

Os niveis de glicose circulante no plasma de ruminantes geralmente sdo baixos — pouco superior a 50 mg/dL
— e se mantém relativamente constantes (Lucy, 2011). Durante a lactagdo, concomitante ou ndo com a
prenhez, ha aumento na demanda por glicose pela glandula mamaria, para a sintese de lactose. Essa
demanda pode ser parcialmente suprida pela mobilizacdo das reservas adiposas. Assim, demandas agudas
por glicose podem fazer com que o animal desenvolva quadros metabolicos de cetose ou esteatose hepatica.
De acordo com o exposto, era mesmo de se esperar que 0 comportamento da glicose no presente
experimento fosse semelhante ao dos AGNE, ou seja, estavel (Tabela 2).

Amorocho et al. (2009), Mourthé et al. (2012a), Souza (2011) e Barletta et al. (2012) testando niveis, e
Alevato et al. (2012) testando modos de fornecimento de 6leos vegetais na dieta de vacas em lactagdo néo
observaram influéncia (P>0,05) dos tratamentos sobre os teores plasmaticos desses animais (Tabela 3).

A qualidade nutricional da dieta fornecida a ruminantes interfere diretamente na concentracéo plasmatica de
ureia. Geralmente, em dietas com baixos teores de PB observam-se concentracBes baixas de ureia
plasmatica, entretanto, mesmo havendo ingestdo adequada de PB, se os niveis de energia forem baixos,
haver4d aumento na concentracdo de ureia plasmatica. Isso ocorre porque a digestdo microbiana das
proteinas é reduzida e, consequentemente, ha formacdo ruminal de amdnia que é absorvida pela mucosa e
metabolizada pelo figado, transformando-a em ureia (Gonzalez et al., 2000). Assim, j4 que a sua
concentracdo plasmatica é influenciada basicamente pela relacdo energético-proteica fornecida ao animal,
ndo faria sentido comparar os teores obtidos no presente experimento com os observados em outros
trabalhos.

Apesar do consumo de PB ter sido inferior ao predito pelo NRC (2001), os valores médios de ureia
plasmatica encontrados no presente experimento estdo dentro da faixa de normalidade estabelecida por
Swesson e Reece (1993) para essa espécie animal, que é de 20 a 40 mg/dL. Niveis superiores a 40 mg/dL
caracterizam desbhalanco energético-proteico e sdo tidos como deletérios para a reproducdo de vacas
leiteiras.
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Tabela 3. ConcentracOes de acidos graxos ndo-esterificados (AGNE — mmol/L), glicose (mg/dL) e ureia (mg/dL) no plasma de vacas em lactagdo recebendo dietas suplementadas com

6leos vegetais

. x Dietas
t P . .
Referéncia animi?/gggé?o da Ir;(tjeui(izo Suplemento lipidico Composicao 1 (rﬁrﬁ(;\llﬁ_) (Cr;rlljgf_e) (nL1J r/ecilelﬁ_)
lactacio (kg/dia) Volumoso (base MS) (base MS) V.C 9 9
Kay et al. Vacas Holandés no 18,9 Silagem de 10% de caroco de 18,2% PB 72,5:27,5 0,100 65,1 39,5
(2005) final de lactacdo milho, pasto algodao
(C3) e feno
Loor et al. Vacas Holandés em 26,0 Silagem de 5,0% de 6leo de - 65:35 0,177 54,0 25,7
(2005) pico de lactacdo milho girassol
Amorocho et Vacas Holandés em 29,0 Silagem de 0;1,5e3,0% de 18,3% PB 41,5:58,5 - 55,1-57,8 11,0-120
al. (2009) pico de lactacdo milho e feno de 6leo de peixe
alfafa
Carriquiry et Vacas Holandés em 41,3 Silagem de 10% de girassol 8,6% EE e 18,1% PB 74:26 0,415 57,9 -
al. (2009) pico de lactacdo milho e feno de gréo
alfafa
Souza (2011) Vacas mesticas 18,5 Cana-de-agUcar 0;1,5; 3,0 e 4,5% 5,9% EE e 12,6% PB 60:40 0,140; 55,3; 58,7; -
Holandés x Gir em de éleo de girassol 0,170; 0,190 56,9e62,4
pico de lactacdo e 0,220
Alevato et al. Primiparas 16,5 Capim-elefante 4,5% de 6leo de 6,8% EE e 15,1% PB 60:40 - 56,1 -625 36,2-43,6
(2012) Holandés em pico girassol
de lactacéo
Barletta et al. Primiparas 30,0 Silagem de 0;8;16e24%de  3,0;45;59e73%EE 50:50 - 63,5; 66,5; 38,6; 39,9;
(2012) Holandés em pico milho gréo de soja e 16,8% PB 62,5e657 41,0389
de lactacdo
Mourthé et al. Vacas mesticas 20,2 Pasto de 0e39%degrdode  6,2% EE e 15,0% PB - 0,220 e 56,0 e 56,8 -
(2012a) Holandés x Gir em braquiaria soja tostado 0,280

pico de lactacdo

TRelagdo volumoso:concentrado
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3. Desempenho produtivo e composicéo centesimal do leite

A determinacdo da composicdo dos principais constituintes do leite (gordura, lactose e proteina) é
fundamental para as indlstrias de laticinios por ser fator preponderante para o rendimento industrial dos
produtos lacteos (Leite, 2006). Sao, também, fundamentais para os produtores rurais, cuja remuneragdo tem
sido baseada na qualidade higiénica e composicional do leite (Lopes et al., 2012c).

Dentre os componentes lacteos utilizados para estabelecer os valores a serem pagos ao produtor, estdo a
composicdo, a contagem de células somaticas (CCS) e a contagem bacteriana total. Em relagdo a
composicdo, o teor de gordura é a variavel de maior impacto nos sistemas de pagamento pela qualidade,
seguido pelo teor de proteina (Fonseca, 2001). Assim, torna-se mister a busca pela maximizacdo desses
componentes, mas, no caso especifico das pesquisas relacionadas a alteracdo do perfil lipidico via alteracdo
de dieta, o desafio é ainda maior devido a possibilidade de ocorréncia da reducdo da sintese de novo de AG,
causada pelo fornecimento de fontes lipidicas na dieta (Harvatine e Bauman, 2006).

A adicdo de niveis crescentes de OG ndo influenciou (P>0,05) a producéo de leite total, a corrigida para 3,5
% de gordura e nem a eficiéncia produtiva dos animais. O aumento dos niveis de OG na dieta causou
incremento linear dos teores de gordura (P = 0,0015) e de extrato seco total (P = 0,0203) sem, no entanto,
influenciar (P>0,05) os teores dos demais componentes do leite. A produgdo diaria dos componentes lacteos
n&o foi influenciada (P>0,05) pela incluséo de OG nas dietas (Tabela 4).

Tabela 4. Desempenho produtivo e composicdo do leite de vacas primiparas da raca Holandés alimentadas
com dietas & base de capim-elefante picado suplementadas com 0 (controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de
girassol (OG) na matéria seca total

Nivel de inclusdo de OG na MS da
Variavel dieta (%) EPM*
0,0 1,3 2,5 3,7 L Q

Valor de P

Producdo de leite (kg/dia)
Total 14,9 14,9 14,4 14,9 1,3336 0,7241 0,4224

Corrigida p/ 3,5% gordura 14,5 14,9 14,5 15,0 1,3858  0,5335 0,8959

Eficiéncia produtiva®

3,5% 1,34 1,29 1,35 1,36 0,0948  0,5510 0,5005
Teores (%)

gordura 3,36 3,51 3,56 3,59 0,0958  0,0015° 0,1978

proteina 2,72 2,73 2,74 2,72 0,0792 0,7556  0,4113

lactose 4,30 4,32 4,27 4,29 0,0067  0,1984 0,8937

EST® 11,34 11,51 11,51 11,52 0,1414 0,0203°  0,0961
Producéo (kg/dia)

gordura 0,499 0,523 0,513 0,530 0,0496  0,2539 0,8491

proteina 0,403 0,403 0,391 0,405 0,0292  0,9027 0,5431

lactose 0,642 0,646 0,619 0,642 0,0689  0,7517 0,5988

EST 1,687 1,716 1,659 1,715 0,1616  0,8899 0,7744
Escore linear para CCS* 2,47 2,53 3,11 2,84 0,5916 0,1313  0,4982

TErro padrdo da média; “Eficiéncia Produtiva = producao de leite (kg) / consumo de MS (kg); *EST: extrato
seco total; “EL = (log,(CCS/100.000))+3; ° § = 3,395 + 0,059X; r* = 0,07; ° § = 11,401 + 0,039X; r* = 0,02.

A auséncia de influéncia (P>0,05) dos tratamentos sobre as variaveis referentes a producgéo de leite esta
coerente com o comportamento do consumo diario de MS (Tabela 1). Entretanto, esse comportamento
contrapde-se ao aumento do consumo de energia. Ou seja, apesar das vacas terem ingerido dieta
proporcionalmente mais rica em energia (+0,06 Mcal/kg de MS a medida que se aumentou o teor de OG;
Tabela 1 do Material e Métodos), esse aumento ndo se converteu em maior producao de leite. Assim, apesar
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da eficiéncia produtiva também nédo ter sofrido influéncia do incremento de OG (P>0,05), uma vez que sua
férmula leva em conta apenas o consumo de MS, pode-se dizer que a eficiéncia de conversdo da energia da
dieta em leite reduziu-se com o aumento dos teores de OG.

Comportamento semelhante, foi observado por Ribeiro (2009a) e Souza (2011). Em ambos os
experimentos, a adicdo de niveis crescentes de o6leo de soja e girassol, respectivamente, e,
consequentemente, de energia a dieta nao influenciou (P>0,05) a producéo de leite.

Parte da baixa eficiéncia de utilizacdo de energia observada em vacas alimentadas com gordura vegetal
pode ser explicada pelo fato dos microrganismos ruminais ndo utilizarem a gordura dietética como fonte de
energia (Santos, 2011), reduzindo a eficiéncia de sintese de propionato e, consequentemente, de glicose,
principal precursor de lactose na glandula mamaria. Dessa maneira, a estabilidade nas concentracBes
plasmaéticas de glicose (Tabela 2) ajuda a explicar a auséncia de influéncia (P>0,05) dos tratamentos sobre
os teores e a producéo diaria de lactose (Tabela 4).

Apesar da adicdo de OG ndo ter causado efeito sobre o teor de lactose e, embora seja considerado o
componente lacteo de menor variacdo percentual (Manson, 2003), os seus valores absolutos ficaram no
limite inferior (4,3%) estabelecido pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), via
Instrugdo Normativa n°62 (Brasil, 2011). A IN62 determina que os teores de lactose, gordura, proteina e
extrato seco total sejam superiores a 4,3; 3,0; 2,9 e 11,4%, respectivamente, para que o leite cru refrigerado
possa ser considerado normal e, por isso, aceito pela indUstria de laticinios sem penalizagdo a remuneragéo
paga ao produtor.

Teores de lactose préximos a 4,3%, como os observados no presente experimento, sugerem aporte reduzido
de glicose a glandula mamaéria, contrariando a normoglicemia apresentada na Tabela 2.

Respostas imunolégicas desencadeadas por infeccBes intramamaérias (mastite) tendem a aumentar a
permeabilidade vascular, permitindo o extravasamento de proteinas de origem sanguinea (albumina,
imunoglobulinas) e de células brancas do sangue, comumente chamadas de células somaticas. Estas
alteragBes mamadrias fazem com que ocorram alteragdes composicionais no leite como o aumento dos teores
de proteina, gordura e da CCS, e reducéo dos teores de lactose e sdlidos totais (Santos, 2002; Wilson et al.,
2004). Corroborando essas afirmagdes, as amostras de leite de rebanhos com altas CCS avaliadas por
Machado et al. (2000) apresentaram maior porcentagem de gordura e proteina, e menores de lactose.

A reducdo dos teores de lactose em animais com altas CCS é resultado da menor capacidade de sintese de
lactose pelo epitélio mamaério infectado, da utilizacdo da lactose pelos patdgenos intramamarios e da perda
de lactose para os intersticios celulares, decorrente do aumento de permeabilidade das membranas
(Machado et al., 2000).

Segundo Leite (2006), mudancas significativas nas concentragdes dos componentes lacteos ocorrem
somente a partir de CCS superiores a 5,0 x 10° células/mL (equivalente ao escore linear 4,5) para proteina e
lactose e 10° células/mL (equivalente ao escore linear 6,0) para gordura. A conversdo da CCS para escala
logaritmica (escore linear) permite a analise do seu comportamento, ja que esta ndo apresenta distribuicdo
normal (Souza, 2011).

O presente experimento utilizou a formula de conversdo proposta por Dabdoutb e Shook (1984) que
relataram que a glandula mamaria sadia deve apresentar escore linear inferior a 4,0 ou 3,2 x 10° células/mL.
Dado os baixos escores lineares das amostras do presente experimento (Tabela 4), pode-se inferir que néo
houve influéncia da sanidade da glandula mamaria sobre os teores de lactose ou quaisquer outros
componentes centesimais do leite. Ressalte-se, ainda, que ndo se observou efeito (P>0,05) dos niveis de
inclusdo do OG nas dietas sobre o escore linear de CCS (Tabela 4).

Nem o teor nem a producéo diaria de proteina do leite foram influenciadas (P>0,05) pelos diferentes niveis
de adicdo de OG nas dietas. Entretanto, os valores absolutos observados (proximos a 2,7%) ficaram aquém
do valor minimo estabelecido pela IN n® 62. Tais resultados reforcam a afirmagdo de que ndo houve
infecgdes mamarias. Entretanto, ndo ha como sugerir que a microbiota ruminal tenha sofrido acdo inibitéria
pelo OG a ponto de comprometer o desenvolvimento populacional e reduzir o aporte de aminoacidos (AA)
a glandula mamaria, ja que também foram oferecidas dietas com baixos niveis de gordura (1,6% e 3,0% de
EE, no caso do tratamento Controle e 1,3% de OG, respectivamente). Assim, os dados disponiveis no
presente experimento ndo permitem confirmar se realmente houve comprometimento da microbiota pela
acao do OG ou se as exigéncias proteicas, do animal ou dos microrganismos, foram comprometidas.
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Segundo Cant et al. (1993), a sintese das proteinas do leite, especialmente as caseinas, depende do aporte
eficiente de AA a glandula maméria, via irrigagdo sanguinea. Assim, quaisquer eventos que influenciem
negativamente o crescimento da populacdo bacteriana no rumen, a absorcdo intestinal, a concentracdo
plasmatica de AA ou o volume de sangue que irriga a glandula mamaria podem causar limitacdo da sintese
proteica mamaria.

A suplementacdo de dietas com ingredientes ricos em AG poli-insaturados de cadeia longa, especialmente
em é&cido linoleico e o-linolénico, tende a reduzir a sintese de novo de AG na glandula maméria e,
consequentemente, diminuir o teor e a secregdo diaria de gordura no leite (Piperova et al., 2000; Moon et
al., 2002). Entretanto, observou-se elevagdo (P = 0,0015) de 6,8% no teor de gordura do leite dos animais
submetidos a dieta com 3,7% de OG em relagdo ao grupo controle (0% de OG). Tal comportamento pode
ser explicado pela a¢do simultnea de diversos fatores. O incremento da ingestdo de gordura, devido ao
concomitante aumento dos teores de OG nas dietas, permite que maiores quantidades de AG sejam
absorvidas e aportem a glandula mamaria aumentando, assim, a secrecdo de gordura no leite. A elevada
relacdo V:C (67:33) utilizada e a alta concentracdo de FDN do capim-elefante (Tabela 4, Material e
Métodos) certamente evitaram eventual queda de pH ruminal e consequente formacdo do isdmero de CLA
trans-10 cis-12, derivado da biohidrogenacdo (BH) ruminal do &cido linoleico e a-linolénico, que é o
principal AG responsével pela sindrome da depressao do teor de gordura do leite (Baumgard et al., 2002;
Moon et al., 2002). Apesar do CLA trans-10 cis-12 e dos demais inibidores da lipogénese mamaria estarem
presentes na gordura das amostras avaliadas, eles apresentaram concentragdes baixas (<0,022 e <0,086
g/100 g de AG totais, respectivamente; Tabela 7). Concentracdes estas aparentemente incapazes de agir de
forma deletéria sobre a sintese de novo de AG.

Os teores de extrato seco total do leite se elevaram (P = 0,02) cerca de 1,6% - entre o grupo controle e o que
recebeu 3,7% de OG — em resposta ao aumento dos teores de gordura e @ manutengdo dos seus outros
constituintes lacteos. O valor absoluto do tratamento controle foi inferior ao valor minimo exigido pela IN
n® 62. Esse comportamento se explica devido aos relativamente baixos teores de proteina e lactose
observados (Tabela 4).

Assim como no presente experimento, Ribeiro (2009a) ndo observou influéncia (P>0,05) da adi¢do de
niveis crescentes (0; 1,5; 3,0 e 4,5%) de 6leo de soja sobre a producéo de leite, de proteina ou de lactose.
Entretanto, a producdo (P = 0,03) e os teores (P<0,01) de gordura foram sensivelmente reduzidos,
alcancando valores absolutos inferiores a 3,0%. O escore linear de CCS e o teor de proteina se elevaram (P
= 0,02 e P = 0,03, respectivamente), sendo que a proteina se manteve sempre acima dos valores
estabelecidos pela IN62. Segundo o autor, a reducéo da gordura lactea se explica pelo aumento (P<0,001)
das concentragdes dos inibidores da lipogénese mamaéria causada pelos baixos valores de pH ruminal,
reflexo da relativamente baixa relacdo V:C (50:50). J& o aumento do teor e da secrecdo de proteina foi
explicado em parte pela maior permeabilidade vascular causada pelo comprometimento sanitario e
consequente aumento do escore linear de CCS.

Souza (2011) também observou redugdo no teor (P = 0,001) e na secre¢do diaria (P = 0,023) de gordura
lactea. O autor observou intensa elevagdo (P<0,0001) nos teores de CLA trans-10 cis-12 no leite.

Ribeiro et al. (2012) avaliaram a influéncia de dois tipos de 6leo de girassol (alto e médio teores de acido
oleico) e de dois diferentes modos de fornecimento de concentrado (mistura completa — TMR e fracionado
duas vezes ao dia) em dieta a base de capim-elefante picado, sobre a composicao do leite de vacas Holandés
x Gir fistuladas no ramen. A concentracdo de OG na dieta foi de 4,5% (% da MS) e a relagdo V:C de 60:40.
Os autores observaram teores de gordura, proteina e lactose inferiores aos valores minimos estabelecidos
pela IN 62.

4. Perfil de acidos graxos dos alimentos

4.1. Capim-elefante

Na Tabela 1 dos Anexos é apresentada a variacdo dos perfis de AG das amostras de capim-elefante
coletadas durante os periodos de adaptacédo (dia 1 e dia 5) e de coleta de dados (dia 10 e dia 15) de cada uma

das quatro fases do QL. Ressalte-se que a evolucdo dos dias apresentada na tabela ndo representa,
necessariamente, 0 aumento da maturidade do capim fornecido aos animais.
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Os AG predominantes nas amostras analisadas foram o miristico (C14:0), com concentragfes variando de
1,5 a 2,3% (g/100 g de AG totais); palmitico (C16:0; de 23,1 a 31,1%), estearico (C18:0; de 2,1 a 3,8%),
oleico (C18:1 cis-9; de 3,0 a 5,7%), linoleico (C18:2 cis-9 cis-12; de 16,5 a 24,0%) e a-linolénico (C18:3
cis-9 cis-12 cis-15; de 22,6 a 39,9%).

Os resultados corroboram a afirmacao feita por Harwood (1980) e Van Soest (1994) de que esses sdo 0s AG
mais abundantes (~90% do total) nos lipides de origem vegetal. Os AG saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados participaram com 35,2 a 49,4%; 57 a 10,4%; e 41,4 a 58,0% do montante total,
respectivamente.

Da mesma forma que no presente experimento, Ribeiro (2009a) coletou amostras de capim-elefante com
idade aproximada de 70 dias, advindas de capineira submetida a cortes de uniformizacdo e adubacéo. O
autor acompanhou a composigdo das amostras semanalmente durante as oito semanas de duracdo do
experimento e observou intervalos nas concentragdes de acido miristico, palmitico, estearico, oleico,
linoleico e a-linolénico nas amostras, respectivamente, de 0,7 a 1,6%; de 27,9 a 42,5%; de 3,5 a 5,6%; de
5,9 a 11,6%; de 17,1 a 25,9% e de 12,8 a 22,6%. As somas dos AG saturados, mono e poli-insaturados
variaram de 40,3 a 62,2%; de 5,9 a 13,0%, e de 31,5 a 48,5%.

Ao se comparar esses resultados com os do presente experimento, percebe-se que os teores de acido a-
linolénico obtidos por Ribeiro (2009a) foram sensivelmente inferiores, sugerindo, entdo, a utilizagdo de
capim-elefante mais maduro. Suposicéo esta, reforcada ao se comparar as composi¢des bromatoldgicas e as
digestibilidades dos capins utilizados nos dois experimentos.

Perez et al. (2008) coletaram amostras de diferentes variedades de capim-elefante com idade média de 60
dias e observaram as seguintes concentracdes de AG: palmitico — 22,0 a 40,0%; estearico — 2,0 a 4,0%;
oleico — 2,0 a 8,0%, linoleico — 14,0 a 28,0% e a-linolénico — 22,0 a 55,0%. J& as somas dos saturados,
mono e poli-insaturados variaram de 28,0 a 54,0%; 3,0 a 8,0% e 36,0 a 79,0%, respectivamente.

Deve-se chamar a aten¢do para o fato de que os teores de acido a-linolénico nessas amostras se assemelham
com a do presente experimento, sugerindo, entdo, que foi utilizado material de composi¢&o lipidica tipica de
capins-elefante mais jovens (60 dias).

4.2. Oleo de Girassol

O presente experimento utilizou 6leo de girassol comestivel comercial (Siol Alimentos, Barueri, SP) como
principal fonte lipidica na dieta. Caracteristicas como qualidade de solo, temperatura média anual, cultivar,
entre outros fatores, influenciam a composi¢do dos triglicerideos presentes nas sementes de girassol. Assim,
em 2006, o MAPA criou a Instrucdo Normativa N° 49 para definir padrdo de composi¢do para o 6leo de
girassol que se destina a comercializacdo e impedir a venda de produtos adulterados.

Glasser et al. (2008) publicaram uma metanalise com a composi¢cdo média do perfil de AG de diversos
6leos vegetais utilizados em trabalhos nacionais publicados nos Gltimos 40 anos que tiveram como objetivo
verificar o impacto desses 6leos sobre a produgdo e composicdo do leite de vacas. Na Tabela 5 é
apresentada a composicdo média do perfil de AG do 6leo de girassol observada no presente experimento, as
composicdes médias encontradas por Glasser et al. (2008) e a exigida pela IN N°49 para comparacao.

Exceto pelo 4cido a-linolénico, todos os demais AG constituintes do OG utilizado no experimento estéo
dentro das exigéncias impostas pela legislagdo vigente. O OG utilizado apresentou teor de acido a-
linolénico de 0,7 g/100 g de AG totais. Apesar de ser valor absoluto baixo, ele é cerca de 233% superior ao
estabelecido pela IN 49 (< 0,3%). Em termos préticos, essa alteracdo é bem vinda, tanto se considerarmos
sua utilizagdo pelo consumidor comum como para o fornecimento para ruminantes, por ser AG ©-3.
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Tabela 5. Concentragcdo de acidos graxos (g/100 g de AG totais) no 6leo de girassol utilizado no
experimento, em comparagdo a encontrada por Glasser et al. (2008) e a exigida pela Instrugdo Normativa
N° 49

Acidos graxos Experimento Glasser et al. (2008)  Instrucdo Normativa N° 49
<C12:0 0,01 - ng
C12:0 0,02 - <0,1
C14:0 0,15 0,1 <0,2
C16:0 6,9 51 50a75
Ci16:1 0,10 0,1 <03
C18:0 2,8 4,3 2,7a6,5
cis:1t 20,7 21,6 14,0 a 39,4
C18:1 cis-9 19,1 - -
C18:2 cis-9 cis-12 66,1 66,8 48,3a74,0
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 0,70 0,2 <0,3
C20:0 0,22 - 0,1a05
C20:1 ng - <0,3
C22:0 0,56 - 0,3a15
C22:1 ng - <03
C24:0 0,25 - <0,5
C24:1 ng - ng
2Saturados 10,9 - 8,1a16,8
Monoinsaturados 20,8 - 14,0 2 40,3
2Poli-insaturados 66,8 - 48,3a74,3

! Somatério de todos os isdmeros C18:1; - : ndo citado; nq: detectado, mas ndo quantificado.

4.3. Concentrados

A composicdo de AG dos quatro concentrados utilizados no presente experimento (Tabela 2 dos Anexos)
foi avaliada em dois momentos distintos: no dia do preparo (Dia 1) e no Gltimo dia de fornecimento (Dia
14). Essas avaliagGes tiveram como objetivo verificar se houve algum tipo de alteracdo composicional no
perfil de AG durante o periodo de armazenamento.

Segundo Ribeiro (2009a), é possivel que se observe algum grau de saturagdo ou de B-oxidacio (quebra da
cadeia carbdnica e formacdo de grupos acetil) dos AG durante o periodo de armazenamento dos
concentrados enriquecidos com éleo devido a sua exposicao ao ar (O,), aos microrganismos, e as variacdes
de temperatura ambiente. Tais transformagdes quimicas poderiam influenciar negativamente a
palatabilidade e a aceitabilidade do alimento pelas vacas, comprometendo assim, a ingestdo de matéria seca,
além de causar alteracdes no perfil de AG secretados no leite.

Na pratica, quanto maior a estabilidade do 6leo e, consequentemente, a vida Util do concentrado, maior é o
intervalo entre o preparo dos concentrados e mais interessante para o produtor rural que eventualmente se
interessar em alterar o perfil de AG da gordura do leite. Por isso, torna-se necessaria a avaliagdo da vida Util
desse concentrado.

O perfil de AG dos quatro diferentes concentrados permaneceu estavel entre o dia de preparo e 0 décimo
quarto dia de fornecimento. O acido palmitico (C16:0) apresentou teores médios nos dias 1 e 14 de 12,16 e
12,41%, sendo observada nitida redugdo no seu teor com o incremento da adi¢do de OG ao concentrado. O
mesmo comportamento foi observado para o acido oleico, que apresentou médias de 20,96 e 21,31%, e 0
acido a-linolénico com 2,41 e 2,51%. As concentragBes médias do &cido esteédrico foram de 2,96 e 2,99% e
ndo apresentaram variagdo entre os concentrados. Ja o acido linoleico apresentou médias iguais a 57,09 e
57,61%, e tiveram aumento nas suas concentragfes a medida que se adicionou OG.
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As variacOes no perfil de AG observadas entre os concentrados se explicam devido a substituicdo de parte
dos ingredientes energéticos (milho e polpa citrica) pelo OG (Tabela 1 do Material e Métodos).

5. Perfil de acidos graxos do plasma sanguineo

A adicdo de quantidades crescentes de OG as dietas pode ter comprometido o desenvolvimento da
populacdo microbiana ruminal, visto que as concentracbes dos AG de cadeia impar e/ou ramificada
(AGCIR) C15:0 iso, C15:0, C16:0 iso, C17:0 iso e C17:0, reconhecidos indicadores da atividade microbiana
(Collomb et al., 2004; Loor et al., 2005; Rego et al., 2005; Vlaeminck et al., 2004, 2005, 2006a, 2006b)
foram linearmente reduzidas (Tabela 6), ajudando a explicar os baixos teores de proteina do leite (Tabela 4).
Confirmando esse comportamento, a analise da correlagdo entre a concentracdo plasmatica dos AGCIR e o
consumo de OG foi altamente negativa (r = -0,90; P<0,0001). Entretanto, essa aparente reducdo da atividade
da populacdo microbiana parece néo ter sido suficiente a ponto de comprometer o consumo de MS e das
fracdes fibrosas da dieta (FDN e FDA) ou a producéo diaria de leite.

As concentracOes plasmaticas dos AG de cadeia curta (C4:0 a C10:0) foram muito baixas, a ponto de apenas
0 C10:0 apresentar teores signicativos. Esse comportamento corrobora com os resultados observados em
experimentos semelhantes (Loor et al., 2002b; Abughazaleh et al., 2003; Petit, 2003; Ward et al., 2003; Kay
et al., 2005; Loor et al., 2005; Contreras et al., 2010).

A metodologia utilizada no presente experimento no preparo das amostras destinadas a quantificacdo dos
AG presentes no plasma (transmetilacdo 4cida direta proposta por Masood et al., 2005), ndo é capaz de
permitir a quantificacdo dos AG nas diferentes fracdes lipoproteicas. Assim, os teores de AG apresentados
na Tabela 6 dizem respeito somente ao perfil de AG totais e ndo ao perfil de fragdes lipidicas especificas.

De maneira geral, a concentragdo lipidica de AG no plasma de ruminantes recebendo dieta suplementada
com Gleo vegetal é sensivelmente mais elevada se comparada a de animais alimentados com dietas ndo
suplementadas (Christie, 1981). N&o foi possivel quantificar (mg de AG/mL de plasma) os AG plasmaticos,
sendo, entdo, feita apenas a avaliagdo qualitativa dos mesmos.
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Tabela 6. Concentracdo (g/100 g de AG totais) de acidos graxos no plasma de vacas primiparas da raca Holandés alimentadas com dietas a base de capim-elefante picado

suplementadas com 0 (controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria seca total

Acidos graxos Dietas EPM! Valor deP Equacdes de regressio r?
Controle 1,3% OG 2,5% OG 3,7% OG L Q
C10:0 1,264 1,190 1,172 1,128 0,0541 0,0534 0,7620 - -
C11:0 + C10 cis-9 0,051 0,043 0,057 0,046 0,0089 0,9598 0,7579 - -
C12:0 0,026 0,038 0,027 0,042 0,0084 0,3321 0,8539 - -
C14.0 0,306 0,362 0,300 0,284 0,0284 0,1896 0,1246 - -
C14:1 cis-9 2,047 1,778 1,784 1,718 0,0673 0,0008 0,1006 ¥=2,001-0,084X 0,26
C15:0iso 0,236 0,242 0,221 0,206 0,0227 0,0161 0,2913 ¥=10,237-0,008X 0,05
C15:0 anteiso 0,374 0,384 0,348 0,347 0,0387 0,1246 0,7502 - -
C15:0 0,496 0,526 0,455 0,440 0,0303 0,0014 0,1584 ¥=0,508 — 0,018X 0,11
C16:0iso 0,150 0,161 0,137 0,121 0,0119 0,0001 0,0337 ¥=0,150 +0,009X — 0,005X? 0,19
C16:0 16,614 15,552 15,441 14,964 0,2769 <0,0001 0,0297 ¥=16,46-0,414X 0,38
C16:1 cis-9 0,730 0,729 0,658 0,979 0,0786 0,0062 0,0041 ¥=0,730-0,090X + 0,039X? 0,13
C17:0iso 0,221 0,211 0,182 0,176 0,0137 <0,0001 0,8473 ¥=10,221-0,012X 0,21
C17:0 anteiso 0,462 0,531 0,635 0,720 0,0454 <0,0001 0,7273 ¥=0,439 +0,075X 0,49
C17:0 0,821 0,786 0,697 0,655 0,0177 <0,0001 0,6833 ¥=10,825-0,047X 0,72
C18:0 42,872 39,643 39,695 39,326 1,0005 0,0046 0,0792 ¥=42,11-0,875X 0,17
C18:1 trans-10 0,052 0,082 0,099 0,111 0,0071 <0,0001 0,1667 ¥=0,056+0,016X 0,54
C18:1 trans-11 0,325 0,529 0,801 1,120 0,0600 <0,0001 0,6191 ¥=0,290 +0,219X 0,80
C18:1 cis-9 + trans-15 5,144 6,187 6,200 6,536 0,3657 0,0009 0,1746 ¥=5,399 +0,332X 0,18
2C18:1 6,826 8,519 8,923 9,768 0,4495 <0,0001 0,2120 v=7,118 +0,745X 0,43
C18:2 cis-9 cis-12 12,504 15,132 15,621 15,780 0,6469 0,0001 0,0258 v=12,42+2,570X — 0,463X? 0,34

continua
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Dietas Valor de P

Acidos graxos EPM! Equacbes de regressio r?
Controle 13% O0G 25%0G 3,7% OG L Q
C18:3 cis-6 cis-9 cis-12 0,315 0,319 0,308 0,315 0,0223 0,8812 0,9303 - -
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 0,920 0,915 0,872 0,844 0,0610 0,1680 0,7586 - -
C20:0 0,347 0,313 0,313 0,293 0,0107 0,0006 0,4721 ¥=10,342 - 0,013X 0,26
C20:1 cis-11 0,044 0,024 0,037 0,037 0,0083 0,7267 0,1044 - -
C20:2 -6 0,044 0,044 0,038 0,048 0,0066 0,7784 0,3448 - -
C20:3 ®-3 0,574 0,632 0,557 0,527 0,0315 0,1021 0,1433 - -
C20:4 -6 0,730 0,796 0,800 0,746 0,0774 0,8274 0,2510 - -
C20:5 ®-3 0,104 0,112 0,104 0,094 0,0103 0,3977 0,4075 - -
C22:0 0.264 0,300 0,315 0,326 0,0136 0,0002 0,2726 ¥=0,269 +0,017X 0,32
C23:0 0,523 0,501 0,477 0,451 0,0178 <0,0001 0,8500 ¥=0,529 — 0,020X 0,26
C24:0 0,104 0,115 0,140 0,120 0,0162 0,0748 0,0872 - -

Erro padrdo da média



As Figuras 1 e 2 apresentam as variages dos teores plasmaticos dos principais AG entre os diversos
tratamentos avaliados.
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Figura 1. Teores plasmaticos dos acidos palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1 cis-9) e
linoleico (C18:2 cis-9 cis-12) em vacas primiparas da raga Holandés alimentadas com dietas a base de
capim-elefante picado suplementadas com 0 (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria
seca total.
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Figura 2. Teores plasmaticos dos &cidos vacénico (C18:1 trans-11) e a-linolénico (C18:2 cis-9 cis-12 cis-
15) em vacas primiparas da raga Holandés alimentadas com dietas & base de capim-elefante picado
suplementadas com 0 (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria seca total

Dentre os AG saturados de cadeia média (C12:0 a C16:0), somente o acido palmitico apresentou
concentragdes plasmaticas mais expressivas (Tabela 6). Apesar do incremento no consumo diario desse AG
(P<0,0001) a medida que se adicionou OG a dieta (Tabela 1), observou-se redugdo linear (P<0,0001) das
suas concentracBes no plasma (Tabela 6). Esse comportamento se explica porque, apesar do aumento da
ingestdo em valores absolutos, proporcionalmente, sua participacdo dentro da dieta diminuia com a adicéo
de OG (de 26,2% no tratamento Controle para 19,7% no 3,7%0G). Além disso, a sintese desse AG no
rimen é considerada baixa, fazendo com que o processo de BH e a atividade microbiana no rimen ndo
sejam fatores determinantes da sua concentracdo plasmatica (Bauman et al., 2003; Lock e Bauman, 2011).

As concentragdes plasmaticas dos &cidos estedrico, vacénico, oleico, linoleico e o-linolénico sdo mais
intensamente moduladas pela BH ruminal. Segundo Christie (1981) e Loor et al. (2002b), o 4cido estearico
tende a ser o AG predominante no plasma, especialmente em animais consumindo dietas suplementadas
com oOleos vegetais ricos em 4acidos oleico e linoleico e cuja atividade ruminal dos microrganismos
fibroliticos nao tenha sido comprometida.

Corroborando com o relatado por esses autores, o0 acido estearico foi 0 AG que apresentou as maiores
concentracdes plasméticas (Tabela 6). Entretanto, observou-se reducdo linear (P = 0,0046) nas suas
concentracdes a medida que o consumo de OG se elevou (Tabela 6). Isto sugere que, apesar dos elevados
consumos do &cido estearico e de seus precursores (acido linoleico e a-linolénico), a taxa de BH ruminal e,
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em especial, o Ultimo passo feito pelas bactérias do Grupo B (Kemp e Lander, 1984) provavelmente tenha
sido inibida, reduzindo sua sintese e permitindo o acimulo de acido vacénico. Um dos motivos dessa
inibicdo pode ter sido o alto aporte de AGPI no rimen, causando acdo deletéria & microbiota e, consequente,
reducdo na atividade microbiana (Bauman et al., 2003). Suposicdo esta, reforcada pela reducdo (P<0,05)
nos teores plasmaticos dos AGCIR (Tabela 6); pela correlagdo negativa (r = -0,42; P = 0,0049) observada
entre o consumo de 4cido linoleico e a concentracdo plasmatica do estearico; e positiva entre o consumo de
acido linoleico e a concentracdo de acido vacénico no plasma (r = 0,86; P<0,0001) (Figura 3).
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Figura 3. Relacéo entre a concentracéo do &cido vacénico no plasma (g/100 g de AG totais) e o consumo de

acido linoleico (g/dia) de vacas primiparas da raca Holandés alimentadas com dietas a base de capim-
elefante picado suplementadas com 0 (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol na matéria seca total.

Outro fator que pode ter influenciado na reducdo dos teores plasméticos dos AG palmitico e esteérico foram
0s baixos valores de AGNE no plasma (Tabela 2). Dado que a maior parte dos AG mobilizados do tecido
adiposo constitui-se dos AG palmitico e esteérico, valores aumentados de AGNE no plasma, de modo geral,
determinam concomitante aumento nos teores destes AG (Contreras et al., 2010). Assim, pode-se inferir
que, devido as baixas concentragdes de AGNE observadas, o perfil de AG apresentado pelo plasma é
reflexo direto da BH dos AG advindos da dieta.

Os teores plasmaticos do acido oleico elevaram-se linearmente (P = 0,0009) com o incremento de OG na
dieta (Tabela 6). Esse aumento é reflexo, principalmente, do aumento do seu consumo diario e do fato deste
AG ser menos biohidrogenado no rimen se comparado com os AGPI. Segundo Loor et al. (2004) e Doreau
et al. (2009), a taxa de BH ruminal do 4cido oleico €, aproximadamente, 58 a 87% menor que as dos &cidos
linoleico e a-linolénico. J& os teores plasméticos do 4cido linoleico apresentaram comportamento quadratico
(P = 0,0001) com o incremento de OG na dieta (Tabela 6). A partir da derivacdo da sua equacdo de
regressdo, observou-se que o zénite na concentracdo de acido esteérico (16,0g/ 100 g de AG totais) ocorreu
aos 2,8% de OG. Um dos fatores que agiram para que o &cido linoleico apresentasse esse comportamento
foi o alto aporte dietético desse AG no rdimen (Tabela 1) e consequente reducdo da atividade dos
microrganismos responsaveis pela sua BH (Grupos A e B), como proposto por Bauman et al. (2003). Outro
importante fator, descrito detalhadamente por Abughazaleh et al. (2003), diz respeito as diferencas na
incorporacdo dos AG entre os triglicerideos e as fragfes plasmaticas ndo triglicerideas (NTG - ésteres de
colesterol e fosfolipides). Segundo esses autores, os AG poli-insaturados, em especial o &cido linoleico, que
escapam da BH ruminal sdo preferencialmente incorporados as fragbes NTG, sendo estes, 0s principais
componentes lipidicos do plasma, participando com, aproximadamente, 95% dos lipides totais.

O consumo de dietas suplementadas com os AG poli-insaturados linoleico e a-linolénico, de modo geral,
promove incremento no fluxo e na absorcéo intestinal de AG intermediarios da BH ruminal, destacando-se
0 acido vacénico (Laverroux et al., 2011), precursor na sintese de CLA cis-9 trans-11 na glandula mamaéria
(Adlof et al., 2000; Turpeinen et al., 2002; Kuhnt et al., 2006). No presente experimento, a concentra¢do do
acido vacénico elevou-se linearmente (P<0,0001) com o incremento de OG na dieta (Tabela 6). O aumento
de 344% nos teores plasmaticos do acido vacénico considerando as dietas sem e com 3,7% de inclusdo de
OG indica que houve expressiva taxa de BH dos &cidos linoleico e a-linolénico consumidos pelas vacas.

A BH incompleta dos acidos linoleico e a-linolénico também resulta na producdo de AG conjugados no
rimen, dos quais 0 CLA trans-10 cis-12, originado exclusivamente da BH dos AGPI, é comumente o
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isdbmero predominante (Khanal e Dhiman, 2004). Entretanto, mesmo nas dietas suplementadas com OG, que
promoveram elevado consumo dos acidos linoleico e a-linolénico, ndo foram observadas concentragdes
expressivas desse AG conjugado no plasma das vacas (Tabela 6). Esse comportamento foi, provavelmente,
resultado do controle do pH ruminal exercido pela alta relacdo V:C das dietas que possivelmente impediu
que o pH apresentasse valores inferiores a 6,0 causando, assim, o desenvolvimento das bactérias acidéfilas
Megasphaera elsdeni-i, responsaveis por converter acido linoleico e a-linolénico a CLA trans-10 cis-12
(Bauman e Griinari, 2001; Kim et al., 2002; Piperova et al., 2002).

As concentragdes dos demais isomeros de CLA, em especial do CLA cis-9 trans-11, ficaram abaixo da
concentragdo minima detectavel pelo método de andlise plasmatica utilizado, significando que praticamente
a totalidade desse isdbmero de CLA secretada no leite foi sintetizada na glandula maméria. Griinari et al.
(2000) demonstraram que de 58 a 77% desse isdbmero secretado na gordura lactea é sintetizada na glandula
mamaria a partir da agdo da enzima A°-desaturase, utilizando o 4cido vacénico como substrato.

Com excecdo dos AG C20:0, C22:0 e C23:0, os demais AG, saturados ou insaturados, com 20 ou mais
carbonos em sua cadeia ndo apresentaram variacdo em fungédo do nivel de OG na dieta (P>0,05; Tabela 6).
Esse comportamento se explica pelo fato da principal fonte desses AG na dieta (capim-elefante) ter sido
fornecido em proporcdes fixas durante todo o experimento, além do fato de que esses AG ndo séo substratos
importantes para a a¢do das enzimas microbianas (Bauman et al., 2003; Lock e Bauman, 2011).

Ressalte-se que a maior parte dos artigos onde avaliaram-se os teores de AG no plasma de vacas lactantes
alimentadas com dietas suplementadas com 6leos vegetais apresentam dados discriminados entre as fracGes
lipidicas (fosfolipides, mono, di e triglicerideos e ésteres de colesterol) e as lipoproteinas (quilomicrons,
VLDL, LDL e HDL), ndo apresentando os teores totais, com o agravante de que um nimero ainda menor
avaliou o fornecimento de éleo em niveis, dificultando, assim, a compara¢cdo com os resultados obtidos no
presente experimento.

6. Perfil de acidos graxos do leite
6.1. Acidos graxos de cadeia impar e ramificada

O C15:0, AG de cadeia impar que junto com o C17:0 compde a membrana das bactérias amiloliticas
(Vlaeminck et al., 2004), apresentou reducdo na concentra¢do da gordura do leite de, aproximadamente,
66%, comparando as dietas sem inclusdo ou com 3,7% de OG. Da mesma maneira, 0 somatorio das
concentracdes dos AGCIR também foi reduzido linearmente (P<0,0001), nesse caso, em cerca de 68% entre
os tratamentos Controle e aquele com 3,7% de OG.

Levando-se em conta o fato de que todos os AGCIR presentes na gordura do leite sdo sintetizados
exclusivamente pelos microrganismos ruminais (Kaneda, 1991), provavelmente, pode ter havido algum
comprometimento no crescimento da microbiota do rimen. Essa afirmagdo é reforcada pelos baixos teores
de proteina e lactose do leite (Tabela 4).

Apesar da reducdo dos teores plasmaticos e lacteos dos AGCIR (Tabelas 6 e 7, respectivamente) e dos
baixos teores de proteina e lactose no leite (Tabela 4), ndo foram observados efeitos negativos (P>0,05) da
inclusdo de OG nas dietas sobre o consumo de MS, a producéo de leite ou o teor de gordura do leite. Isto
sugere que a atividade da populacdo microbiana tenha sido reduzida a ponto de diminuir a fermentacéo
ruminal e, consequentemente, a sintese de acetato e propionato (substratos para a sintese de gordura e
lactose na glandula mamaria, respectivamente), mas ndo o suficiente a ponto de comprometer a
degradabilidade da dieta.

Entretanto, para que haja elevacdo dos teores e/ou da secrecdo de gordura no leite deve ocorrer maior aporte
de AG na glandula maméria e/ou maior taxa de sintese de novo de AG (Jensen, 2002). No presente
experimento, provavelmente ocorreu 0 maior aporte de AG associado a uma sutil reducdo da fermentacéo
ruminal e a baixos teores de AG inibidores da lipogénese (CLA trans-10 cis-12 e CLA trans-9 cis-11), ja
que os teores de gordura no leite se elevaram (P = 0,0015; Tabela 4).
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Tabela 7. Concentragdo (g/100 g de AG totais) dos acidos graxos da gordura do leite de vacas primiparas da raga Holandés alimentadas com dietas a base de capim-elefante picado

suplementadas com 0 (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de éleo de girassol (OG) na matéria seca total

Acidos graxos EPM! Valor de P Equacdes de regressao r?
Controle 13% 0OG 25%0G 3,7% OG L Q

C4.0 3,524 3,420 3,054 2,970 0,0648 <0,0001 0,8587 ¥=13,521-0,162X 0,52
C6:0 1,733 1,513 1,280 1,144 0,0466  <0,0001 0,2500 ¥=1,724 - 0,165X 0,72
Cc8:.0 0,869 0,722 0,571 0,505 0,0313  <0,0001 0,0925 ¥=10,860—0,103X 0,68
C10:0 1,742 1,343 1,046 0,910 0,0713  <0,0001 0,0231 ¥=1,700 - 0,234X 0,66
C11:0 + C10 cis-9 0,239 0,166 0,120 0,105 0,0103  <0,0001 0,0004 v =0,235-0,068 + 0,009%?2 0,75
C12:0 2,050 1,531 1,247 1,090 0,0797  <0,0001 0,0069 ¥ =1,966 — 0,262X 0,67
C12:0 cis-9 0,133 0,119 0,101 0,105 0,0140 0,0784 0,4880 - -

C13:.0 0,100 0,073 0,053 0,056 0,0066  <0,0001 0,0072 ¥=10,099 — 0,029X + 0,005%? 0,46
C14:0 9,173 7,590 6,439 5,840 0,2961 <0,0001 0,0125 ¥=28,851-0,903X 0,63
C14:1 cis-9 0,823 0,580 0,469 0,419 0,0485 <0,0001 0,0126 ¥=20,796 - 0,217X + 0,031X?2 0,53
C15:0 1,477 1,225 1,057 0,977 0,0317 <0,0001 <0,0001 v =1,430-0,136X 0,79
C15:0is0 0,380 0,309 0,254 0,229 0,0119 <0,0001 0,0164 ¥ =0,368 —0,042X 0,69
C15:0 anteiso 0,691 0,570 0,495 0,452 0,0218 <0,0001 0,0020 ¥=0,674 —0,066X 0,69
C16:0 31,229 24,696 22,174 19,832 0,8060 <0,0001 <0,0001 ¥=30,516-5,110X + 0,604X?2 0,80
C16:1 cis-9 1,547 1,020 1,005 0,867 0,0971  <0,0001 0,0125 y=1,511-0,405X + 0,066X? 0,40
C16:0iso 0,320 0,285 0,236 0,207 0,0096 <0,0001 0,5953 ¥=0,327-0,033X 0,73
C17:0 0,739 0,665 0,622 0,568 0,0312 <0,0001 0,4430 ¥ =0,746 — 0,046X 0,36
C17:1 cis-9 0,357 0,288 0,261 0,215 0,0149 <0,0001 0,3411 ¥=0,351-0,036X 0,50
C17:0iso 0,504 0,441 0,408 0,393 0,0113  <0,0001 0,0093 ¥=0,505-0,056X + 0,007X? 0,61
C17:0 anteiso 0,670 0,595 0,569 0,507 0,0349 0,0021 0,8605 ¥=0,676 —0,046X 0,25
C18:0 9,810 14,584 15,696 16,641 0,6698 <0,0001 <0,0001 ¥=10,202 + 3,863X — 0,574X? 0,67

continua
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Acidos graxos Dietas EPM* Valor deP Equacdes de regressio r?
Controle 1,3% OG 2,5% OG 3,7% OG L Q
C18:1 trans-4 0,008 0,034 0,050 0,050 0,0035 <0,0001 <0,0001 ¥=10,009 +0,027X — 0,004X? 0,71
C18:1 trans-5 0,008 0,026 0,035 0,037 0,0027  <0,0001 0,0026 ¥=10,009 +0,018X — 0,003X? 0,62
Cl8:1trans-6a8 0,123 0,257 0,381 0,415 0,0179  <0,0001 0,0079 ¥=10,143 +0,081X 0,77
C18:1 trans-9 0,226 0,350 0,428 0,522 0,0161  <0,0001 0,3560 ¥=0,239 +0,075X 0,77
C18:1 trans-10 0,166 0,392 0,526 0,554 0,0607 <0,0001 0,0566 ¥=0,212 +0,102X 0,43
C18:1 trans-11 1,835 3,109 4,387 5,727 0,2789  <0,0001 0,1372 v=1,782+1,061X 0,76
C18:1 trans-12 0,200 0,482 0,699 0,856 0,0334 <0,0001 0,0600 ¥=0,228 +0,175X 0,84
C18:1 trans-13 + trans-14 0,212 0,404 0,515 0,685 0,0371  <0,0001 0,3938 ¥=10,224 +0,119X 0,66
C18:1 trans-16 0,326 0,503 0,596 0,715 0,0504 <0,0001 0,4507 ¥=0,348 +0,101X 0,55
C18:1 cis-9 + trans-15 21,572 24,807 26,717 27,082 0,8682 <0,0001 0,0036 ¥=22,46 +1,465X 0,39
C18:1 cis-11 1,340 1,440 1,569 1,498 0,0449 <0,0001 0,0060 ¥=1,386 +0,048X 0,14
C18:1 cis-12 0,335 0,551 0,733 0,796 0,0330 <0,0001 0,0113 ¥=0,332+0,214X - 0,024X? 0,76
C18:1 cis-13 0,078 0,091 0,111 0,100 0,0089 0,0020 0,0362 ¥v=0,078 +0,018X — 0,003%X? 0,15
C18:2 cis-9 trans-12 0,057 0,092 0,118 0,131 0,0064 <0,0001 0,0580 ¥=10,063 +0,020X 0,65
C18:2 trans-9 cis-12 + trans-11 cis-15 0,071 0,061 0,054 0,050 0,0047 0,0001 0,3864 ¥=0,069 — 0,006X 0,24
C18:2 cis-9 cis-12 1,628 1,648 1,678 1,549 0,0688 0,4163 0,1920 - -
C18:3 cis-6 cis-9 cis-12 0,020 0,019 0,015 0,013 0,0009 <0,0001 0,7797 ¥=0,020-0,002X 0,47
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 0,212 0,171 0,156 0,139 0,0097 <0,0001 0,0415 ¥=20,211-0,019X 0,42
C20:0 0,145 0,158 0,158 0,147 0,0085 0,8627 0,1123 - -
C20:1 cis-11 0,046 0,049 0,056 0,051 0,0018 0,0017 0,0300 ¥=0,048 +0,001X 0,06
C20:2 -6 0,024 0,021 0,018 0,017 0,0015 <0,0001 0,3349 ¥=0,024 - 0,002X 0,29
C20:3 -6 0,063 0,058 0,046 0,043 0,0031  <0,0001 0,6564 ¥=0,062 — 0,006X 0,39
continua
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Acidos graxos Dietas EPM! Valor de P Equagcdes de regressao r?
Controle 1,3%0G 25%0G 3,7% 0OG L Q
C20:4 o-6 0,146 0,118 0,098 0,083 0,0049 <0,0001 0,1091 ¥=0,144-0,017X 0,69
C20:5 ©-3 0,077 0,062 0,055 0,052 0,0065  0,0055 0,3595 $=10,074 - 0,007X 0,18
C21:0 0,037 0,041 0,041 0,041 0,0018  0,0612 0,2470 - -
C22:0 0,068 0,086 0,085 0,086 0,0035  0,0001 0,0021 ¥ =0,069 + 0,017X — 0,003%X? 0,30
C22:6 »-3 0,017 0,008 0,006 0,004 0,0034 0,0044 0,1879 ¥=0,015-0,003X 0,17
C23.0 0,019 0,022 0,022 0,019 0,0049 0,8632 0,2149 - -
C24.0 0,020 0,016 0,015 0,014 0,0017 0,0106 0,4483 ¥=0,019 -0,002X 0,16
CLA cis-9 trans-11 0,872 1,224 1,611 2,128 0,1352  <0,0001 0,4129 ¥=0,813 +0,334X 0,58
CLA trans-9 cis-11 0,030 0,040 0,052 0,065 0,0070  <0,0001  0,7526 9 =10,029 +0,009X 0,34
CLA trans-10 cis-12 0,022 0,015 0,018 0,021 0,0038  0,9376 0,1657 - -
¥ CLA® 0,924 1,279 1,681 2,214 0,1428  <0,0001 0,4004 ¥=10,860 +0,343X 0,57
¥ Inibidores 0,052 0,055 0,070 0,086 0,0086 0,0002 0,2941 ¥=0,047 + 0,009X 0,23
¥ Saturados Pares
Curta 7,864 7,000 5,949 5,534 0,1810 <0,0001 0,1471 ¥=17,814-0,664X 0,71
Média 42,449 33,813 29,858 26,748 0,9777 <0,0001  <0,0001 §=41,589 — 6,915X +0,777X? 0,81
Longa 10,043 14,844 15,954 16,887 0,6737 <0,0001 <0,0001 9==10A384f3£92X——0581X2 0,66
Total 60,302 55,646 51,750 49,177 0,8278  <0,0001 0,0801 ¥=159,55-2,961X 0,70
¥ AGCIR? 5,533 4,679 4,142 3,769 0,0945 <0,0001 0,0097 ¥ =15,555-0,763X + 0,076X? 0,86
% Anteiso 1,359 1,166 1,065 0,959 0,0479  <0,0001 0,2848 v=1,335-0,112X 0,55
¥ Iso 1,205 1,034 0,898 0,829 0,0218 <0,0001  0,0040 9 =1,190 - 0,104X 0,80
. Impares Lineares 2,970 2,477 2,177 1,984 0,0471  <0,0001  0,0018 §=2,972 — 0,439X + 0,047X? 0,88

continua
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Dietas

Valor de P

Acidos graxos EPM! Equagcdes de regressao r?
Controle 1,3% OG 2,5% OG 3,7% OG L Q

¥ Monoinsaturados Par

cis 25,886 28,653 30,769 30,917 0,9137 <0,0001 0,0163 ¥=26,64 +1,371X 0,33

trans 3,113 5,555 7,614 9,565 0,3974  <0,0001 0,5257 ¥=3,206+1,731X 0,80

Total 28,994 34,209 38,420 40,451 0,8421  <0,0001 0,0026 ¥=29,85 + 3,103X 0,74
¥ Poli-insaturados

-3 Cis cis 0,308 0,242 0,219 0,195 0,0120 <0,0001 0,0343 ¥=0,300-0,029X 0,50

-6 cis cis 1,880 1,864 1,855 1,705 0,0714 0,0541 0,2709 - -
Hipo:hiper 0,516 0,749 0,916 1,026 0,0536 <0,0001 0,0256 ¥=0,559 +0,138X 0,64
»-6:0-3 6,2 7,8 8,5 8,8 0,3197 <0,0001 0,0355 9=6,228 +1,443X — 0,198X? 0,50

Erro padrao da média;

*Acidos graxos de cadeia impar e ramificada;
$As formulas utilizadas nos célculos das relagdes foram apresentadas no Material e Métodos
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Ribeiro (2009a) relatou que a adigdo crescente (0; 1,5; 3,0 e 4,5% da MS) de dleo de soja em dieta baseada
em capim-elefante picado reduziu linearmente (P<0,01) os teores dos AGCIR na gordura do leite de vacas
Holandés x Gir. Como também observado no presente experimento, este autor ndo relatou
comprometimento do consumo de MS ou da producdo de leite. Entretanto, segundo ele, houve acdo
deletéria das adicGes intermediarias de 6leo sobre a concentracdo ruminal de propionato (P<0,05) e a taxa
de degradacdo (P = 0,04) da MS do capim-elefante.

Souza (2011) avaliou dietas baseadas em cana-de-aglcar suplementada com niveis crescentes de OG e
também observou reducéo (P<0,05) nos teores de AGCIR na gordura do leite de vacas Holandés x Gir e
auséncia (P>0,05) de influéncia sobre o consumo de MS e produgdo de leite. Entretanto, o autor ndo
observou efeito (P>0,05) da adi¢do de OG sobre os pardmetros de degradabilidade da MS.

6.2. Acidos graxos saturados de cadeias carbonicas pares curtas e médias

Segundo Baldwin e Polounsky (1977), todos os AG saturados de cadeia inferior a 14 carbonos e 50% do
acido palmitico secretados na gordura lactea sdo originados da sintese de novo na glandula mamaéria. Por
iss0, suas concentraces e teores lacteos sdo utilizados como indicador do grau de lipogénese mamaria.

Todos os AG de cadeias curta (C4:0 a C10:0) e média (C12:0 a C16:0) com numero par de C tiveram suas
concentragdes linearmente reduzidas (P<0,0001) na gordura do leite com a inclusdo crescente de OG nas
dietas (Tabela 7). O teor do &cido palmitico, principal AG de cadeia média da gordura do leite, e o
somatorio das concentragdes dos AG saturados de cadeia média com nimero par de C foram reduzidos
(P<0,0001) em 63%, comparando-se os tratamentos sem inclusdo e com 3,7% de OG. Esse comportamento,
somado a afirmagéo de Baldwin e Polounsky (1977), reforca a hipotese apresentada no Tépico anterior de
gue a sintese de novo de AG na glandula mamaria tenha sido comprometida e que 0 aumento dos teores de
gordura do leite tivesse sido causado pelo maior aporte de AG de cadeia longa na glandula mamaria. Outro
fator que corrobora essa hip6tese é o fato de que, apesar dos inibidores da lipogénese mamaria (CLA trans-
10 cis-12 e CLA trans-9 cis-11) estarem presentes na gordura das amostras de leite e terem apresentado
aumento linear (P = 0,0002) em funcdo do incremento de OG nas dietas, eles apresentaram concentragdes
relativamente baixas (<0,086 g/100 g de AG totais; Tabela 7), suficientes apenas para promover leves
reducbes sobre a sintese de novo dos AG de cadeia curta e média, mas insuficiente para causar impacto
negativo sobre os teores de gordura no leite.

Do ponto de vista da nutricdo humana, a reducdo da sintese de novo e, consequentemente, dos teores dos
AG de cadeia média no leite é extremamente interessante, visto que esses AG sdo tidos como responsaveis
pelo aumento dos niveis plasmaticos de LDL, dos riscos de desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
doengas coronarianas, hiperglicemia e aumento da resisténcia a insulina (Goff et al., 2005; St. Pierre et al.,
2005; Gidding et al., 2009).

Assim como no presente experimento, Ribeiro (2009a), Mourthé (2012a) e Souza (2011) também
observaram reducdo na lipogénese mamaria, devido a diminuicéo (P<0,05) dos teores de AG de cadeia curta
e média com numero par de C, sem que, no entanto, observassem algum grau de comprometimento da
concentragdo (mMol/ 100mL) de acetato ou observassem concentragdes significativas dos AG inibitérios da
sintese de novo.

6.3. Acidos graxos saturados de cadeias carbonicas pares longas

Segundo Baldwin e Polounsky (1977), todos os AG lacteos saturados com 18 ou mais C na cadeia sdo
originados da dieta. Dentre eles, 0 acido estearico é o que, normalmente, apresenta os teores mais elevados
no leite.

O teor de &cido estedrico na gordura lactea estd associado a trés fatores: i) ao consumo desse AG na dieta;
ii) ao grau de BH por que passam 0s AG poli-insaturados no rimen (Bauman et al., 2003; Loor et al., 2005;
Lock e Bauman, 2011), sendo que essa relacdo ocorre porque 0 estearico é o produto final desse processo.
Assim, quanto maior a concentracdo de estearico no leite maior foi a ocorréncia de BH completa sobre os
AG poli-insaturados no rimen. Entende-se por BH completa, a acdo das bactérias do Grupo B representada
pelas Fusocillus spp. e Butyrivibrio proteoclasticum (Jenkins, 2008); iii) a atividade das enzimas desaturase
presentes nas células mamarias, em especial a A’-desaturase, responséaveis pela introducéo de uma dupla
ligacdo entre os &tomos 9 e 10 da cadeia carbdnica do acido estedrico (Ntambi e Miyazaki, 2004). Soyeurt et
al. (2008) observaram que, em média, cerca de 40% do &cido estearico absorvido do plasma pela glandula
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mamaria é convertido em oleico, fazendo com que mais de 50% do oleico secretado no leite bovino seja
oriundo da ac¢éo da enzima desaturase.

As concentracdes de acido estearico na gordura do leite apresentaram comportamento quadratico em funcédo
do incremento de OG nas dietas (Tabela 7). A partir da derivacdo da sua equacdo de regressao, observou-se
que o0 zénite na concentracdo de acido estearico (16,7g/ 100 g de AG totais) no leite ocorreu aos 3,4% de
OG.

A grande variedade de fatores que influenciam o teor do &cido estearico na gordura do leite dificulta a
interpretagdo do seu comportamento. Dentre os principais fatores responsaveis pelo seu aumento plasmatico
e lacteo, esta o fato de que o seu consumo se elevou (Tabela 1) com o incremento de OG nas dietas. O
incremento de OG nas dietas também acarretou elevagdo no consumo de AGI (acido oleico, linoleico e -
linolénico; Tabela 1), substrados da BH ruminal e, consequentemente, da formacdo do acido esteéarico.
Entretanto, as concentracdes plasmaticas do acido estearico observadas foram decrescentes em funcdo do
nivel de inclusdo de OG na dieta (P = 0,0046) resultado da incorporacdo preferencial desse AG pelos
triglicerideos, que respondem a somente cerca de 5% dos lipides plasmaticos (Abughazaleh et al., 2003). Os
demais AG saturados de cadeia carbdnica par apresentaram concentragfes baixas (<0,2 g/100 g de AG
totais; Tabela 7). Comportamento este esperado ja que ndo ha nenhuma rota metabdlica celular conhecida
para sua sintese (Yashodhara et al., 2009), além de sua concentracdo nos alimentos ser naturalmente baixa.

6.4. Acidos graxos insaturados

Dois fatores influenciam diretamente o consumo e, consequentemente, a secrecdo lactea de AGI pelos
ruminantes: — o fornecimento de volumoso jovem com alta relagdo folha:haste e rico em tecidos
metabolicamente ativos caracterizados pela abundancia de lipideos ricos em acido o-linolénico (Fernandes
et al., 2007); — a suplementacéo lipidica, em especial, com grdos ou 6leos vegetais ricos em &cido oleico,
linoleico ou a-linolénico (Elgersma et al. 2003; Bauman e Lock, 2006).

No presente experimento, apesar da elevacdo dos teores do acido esteérico, os teores dos AG saturados
totais (pares e impares) reduziram em cerca de 25% entre os tratamentos com inclusdo de 0% e 3,7% de
OG, passando de 65,8% para 52,9% dos AG totais secretados no leite (Tabela 7). J& as concentragBes dos
AG insaturados totais foram elevadas em, aproximadamente, 39%, comparando-se as dietas com 0% e com
3,7% de OG. Alteragdes composicionais, como as ilustradas na Figura 4, sdo de fundamental importancia
quando se tem por objetivo melhorar a qualidade nutricional da gordura.
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Figura 4. Teores de acidos graxos (AG) saturados e insaturados na gordura do leite de vacas primiparas da
raca Holandés alimentadas com dietas a base de capim-elefante picado suplementadas com 0 (controle); 1,3;
2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria seca total.

Ribeiro (2009a) apresentou comportamento semelhante para as concentracbes dos AG saturados e
insaturados. Houve reducdo (P<0,01) de 25% e incremento (P<0,05) de 43%, respectivamente, nas
concentracBes dos AG saturados e insaturados na gordura do leite de vacas Holandés x Gir, quando
comparadas dietas com 0% e 4,5% de inclusdo de 6leo de soja. J&4 Souza (2011) observou varia¢des ainda
maiores. Os teores dos AG saturados totais (pares e impares) reduziram em cerca de 32% entre 0s
tratamentos com inclusdo de 0% e 4,5% de OG, passando de 77,4% para 52,9% dos AG totais secretados no
leite. J& as concentracdes dos AG insaturados totais foram elevadas em, aproximadamente, 90%, passando
de 23,8% para 45,4% dos AG totais.
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6.4.1. Acidos graxos monoinsaturados cis

Segundo o USDA (2005), os AG monoinsaturados cis secretados pela glandula maméria das fémeas
bovinas estdo presentes em concentragdes entre 23 e 32% do total de AG da gordura lactea, sendo que o
acido oleico, seu principal representante, participa com, aproximadamente, 93% desse montante.

Os AG monoinsaturados cis podem ser originados de trés diferentes fontes: i) diretamente da dieta, ao
passarem pelo ambiente ruminal sem que sejam modificados pelas enzimas microbianas; ii) dos passos
intermediarios da BH dos AG poli-insaturados (Shingfield et al., 2010) e iii) da acdo da enzima A°-
desaturase sobre o acido estearico na glandula mamaria. Segundo Haug et al. (2007), dois tercos de todo
4cido estearico absorvido pela glandula mamaria é metabolizado pela enzima A°-desaturase, explicando, em
parte, a alta concentragdo do acido oleico no leite. No presente experimento, a secrecdo dos isdbmeros
monoenoicos C18:1 cis foi altamente correlacionada com os consumos de OG, e em especial, de acido
linoleico (Tabela 8).

Tabela 8. Correlac@es entre os consumos de 6leo de girassol (OG) e de acido linoleico e a secrecdo lactea
dos isdmeros C18:1 cis identificados na gordura do leite de vacas primiparas da ragca Holandés alimentadas
com dietas a base de capim-elefante picado suplementadas com 0 (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de
girassol (OG) na matéria seca total

Isbmero C18:1
cis-9 cis-11 cis-12 cis-13

r=0,60 r=0,34 r=0,86 r=0,34
P=0,0049 P=0,0234 P<0,0001 P=0,0201

Consumo

0G

r=20,60 r=0,37 r=0,85 r=0,38

Acido linoleico  p 45001 p=00148 P<0,0001 P =00112

r = correlagdo; P = significancia

O &cido oleico é reconhecidamente benéfico a salide humana por ser capaz de reduzir os teores plasmaticos
de colesterol LDL e de triglicerideos (De Lorgeril et al., 1994; Carter et al., 1997; Kris-Etherton et al.,
1999; Mensink et al., 2003; Nicolosi et al., 2004). Assim, torna-se interessante o desenvolvimento de
técnicas que incrementem suas concentragdes na gordura lactea.

No presente experimento, foi observado efeito linear crescente (P<0,0001) para concentracdo de &cido
oleico no leite em fungdo do incremento de OG na dieta (Tabela 7). Em média, o acido oleico representou
86% dos AG monoinsaturados cis totais, enquanto que os C18:1 cis participaram com 26 a 31% dos AG
totais da gordura lactea. Estes valores estdo dentro do intervalo apresentado pelo USDA (2005).

Diferentemente do presente experimento, Souza (2011) observou elevagdo apenas nos teores dos isdmeros
C18:1 cis-9 (P = 0,04) e C18:1 cis-12 (P<0,001), enquanto que os demais isdmeros e sua somatdria nao
apresentaram influéncia (P>0,05) da adicdo de OG a dieta. J4 Mourthé (2012a), observou elevacao (P<0,05)
dos teores lacteos de todos os isdmeros octadecenoicos (C18:1) avaliados além dos seus somatérios. Este
autor observou teores de oleico de 19,8; 22,6; 24,1 e 25,9 g/100 g de AG total para os tratamentos TO (sem
adicdo de 6leo de soja); 1,3%0S; 2,6%0S e 3,9%0S, respectivamente, representando, em média, 86% dos
AG monoinsaturados totais, assim como no presente experimento.

6.4.2. Acidos graxos monoinsaturados trans

No OG utilizado no presente experimento, o &cido linoleico correspondeu a 66,1% dos AG totais (Tabela 5)
permitindo, entdo, elevada diferenca no consumo desse AG entre os tratamentos com 0 e 3,7% de OG (48,1
versus 275,6 g/dia, respectivamente). O elevado consumo de &cido linoleico estd diretamente associado a
secre¢cdo mamaria dos AG C18:1 trans ja que a BH ruminal do acido linoleico (e também do oleico e a-
linolénico) gera uma vasta gama de intermediérios, dentre eles, os isdmeros octadecenoicos trans
(Shingfield et al., 2010).

Na Tabela 9 s8o apresentadas as correlagcdes entre o consumo do OG e dos principais AG presentes na sua
composicao, quais sejam, oleico, linoleico e a-linolénico, com os isémeros monoinsaturados C18:1 trans.
Percebe-se que as correlagBes foram todas altamente positivas, sendo que o linoleico apresentou valores
mais elevados se comparado com o oleico e a-linolénico.
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Tabela 9. Correlagdes entre os consumos de 6leo de girassol, de acido oleico, linoleico e a-linolénico e a secre¢do lactea dos isdmeros trans na gordura do leite de vacas primiparas
da raca Holandés alimentadas com dietas a base de capim-elefante picado suplementadas com niveis crescentes de 6leo de girassol na matéria seca total
Isbmero C18:1

Consumo trans-4 trans-5 trans-6 a 8 trans-9 trans-10 trans-11 trans-12 trans-13 + trans-14 trans-16 Z trans
leo de i | r=0,76 r=0,75 r=0,86 r=0,90 r=0,67 r=0,85 r=0,91 r=0,85 r=073 r=0,88
€0 de LIrasso P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001  P<0,0001  P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001  P<0,0001
Olei r=20,68 r=0,67 r=20,69 r=0,71 r=0,52 r=0,65 r=0,72 r=0,67 r=0,49 r=0,68
éico P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001  P=00004 P<0,0001  P<0,0001 P<0,0001 P=0,0008 P<0,0001
Linolei r=0,72 r=0,69 r=0,82 r=0,85 r=0,63 r=0,79 r=0,86 r=0,79 r=0,73 r=0,83
inofeico P<0,0001  P<0,0001  P<0,0001  P<0,0001  P<0,0001  P<0,0001L  P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001  P<0,0001
Linolani r=0,34 r=0,33 r=0,36 r=044 r=0,36 r=0,32 r=0,39 r=0,39 r=0,30 r=0,36
inofenico P=0024 P=00313 P<00170 P=00035 P=00183 P=0,0368 P<0,0101 P =0,0095 P=00500 P=0,0178

r = correlagdo ; P = significaAncia
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O interesse pelos AG trans tem aumentado nos Gltimos anos, devido a sua associagdo com o aumento dos
riscos de ocorréncia de doencas coronarianas e de outras doengas cronicas (Lock e Bauman, 2011).

A gorduras originadas dos ruminantes sdo ricas em AGI trans (Lock et al., 2005). No presente experimento,
os teores desses AG se elevaram (P<0,0001) com o fornecimento de OG, participando com 10,7; 16,2; 20,0
e 23,6% do total dos isdmeros C18:1 para as dietas com 0; 1,3; 2,5 e 3,7% de OG, respectivamente.

Dentre os AG trans, o vacénico (C18:1 trans-11) é o isbmero presente em maior concentracdo na gordura
do leite, participando com 1 a 10% do contetdo total de AG (Haug et al., 2007). O principal responsavel
por essa variacdo € o tipo de dieta fornecida ao animal, sendo que quanto maior a concentracdo de AGPI da
dieta, maior a sua secre¢do na gordura lactea. Isso ocorre porque ele é o principal produto intermediario da
BH ruminal dos acidos linoleico e a-linolénico (Khanal e Dhiman, 2004). Confirmando essas afirmacdes,
observou-se incremento nas concentragdes plasmaticas do acido vacénico (P<0,0001) em fungdo da
inclusdo de OG na dieta (Tabela 6) sendo observado aumento de 345% entre o tratamento controle e 0 com
3,7% de OG. Como reflexo, foi também observado incremento (P<0,0001) em seus teores lacteos com a
suplementacdo das dietas com OG (Tabela 7). A adicdo de OG permitiu aumento de cerca de 312%
considerando as dietas com 0 e 3,7% de OG.

O acido vacénico é importante no estudo da gordura lactea pelo fato dele ser precursor de,
aproximadamente, 90% do &cido ruménico secretado no leite por meio da agdo da enzima A°-desaturase na
glandula mamaria dos ruminantes (Kay et al., 2004), e também por sua conversdo a &cido ruménico nos
tecidos humanos (Turpeinen et al., 2002; Parodi, 2009).

6.4.3. Acidos graxos poli-insaturados

Os AGPI estéo presentes na gordura lactea numa concentragdo proxima de 2,0 g/L, sendo o acido linoleico
®-6, 0 a-linolénico ®-3 e 0s isdbmeros de CLA seus principais representantes (Parodi, 1997; Jensen, 2002;
O’Donnell-Mengaro et al., 2011). As estratégias para aumentar os teores dos AG -6 € -3 no leite
normalmente envolvem a utilizacdo de alimentos ricos em &cido linoleico (e.g. soja, girassol) e a-linolénico
(e.g. linhaca, 6leo de peixe, forrageiras C3) (Lock e Bauman, 2004).

As concentragdes lacteas dos AG w-6 sdo dependentes do seu nivel de ingestdo e do grau de BH ruminal. J&
a concentracdo de AG ®-3 na gordura lactea €, geralmente, muito baixa — menos de 0,5% em dietas néo
suplementadas e até 2,0% em dietas suplementadas com fontes lipidicas —, sendo o acido a-linolénico o
principal isomero (Jensen, 2002).

No presente experimento, o teor lacteo dos AG »-6 permaneceu estavel (P>0,05) entre os tratamentos, com
média de 1,825 ¢g/100 g de AG total. Esse comportamento se explica devido a estabilidade (P>0,05)
observada na concentracdo lactea do &cido linoleico, AG ®-6 de maior concentragdo (aproximadamente,
89% do total) com média igual a 1,626 g/100 g de AG total.

O comportamento do &cido linoleico foi diferente dos demais w-6, quais sejam, C20:2; C20:3 e C20:4 cujas
concentragdes no leite foram reduzidas (P<0,05) com a adi¢do de OG a dieta (Tabela 7).

Os teores dos AG ®-3 a-linolénico, C20:5 e C22:6 foram reduzidos (P<0,0001) com a inclusdo de OG na
dieta (Tabela 7). No caso especifico do a-linolénico, apesar do seu consumo ter sido crescente (P = 0,0001)
a medida que houve incremento no fornecimento de OG a dieta (Tabela 1), sua concentragdo plasmatica
estavel, mas com tendéncia (P = 0,0610) de redugdo (Tabela 6), sugere elevagdo no grau de BH com o
aumento do seu aporte no rimen. Essa mesma sugestdo vale para o acido linoleico, que, da mesma forma
que o a-linolénico, também apresentou aumento de consumo (P<0,0001) com a inclusdo de OG na dieta
mas, entretanto, ndo apresentou variacdo (P = 0,4163) nos seus teores lacteos. Esse comportamento
corrobora com os resultados obtidos em ensaios realizados in vitro ou in vivo onde foram observados
aumentos nas taxas aparentes de BH dos acidos linoleico e a-linolénico em funcéo do incremento de 6leos
vegetais nas dietas de vacas em lactacdo (Shingfield et al., 2008; Hassim et al., 2010; Buccioni et al., 2012).

A relagio w-6:»-3 é um importante parametro utilizado para classificar a qualidade nutricional das
gorduras, 6leos e dietas. Dietas com relagOes entre 2:1 e 3:1 tém sido as mais recomendadas, por possibilitar
maior conversdo do acido a-linolénico a &cido docosahexaenoico (DHA, C22:6 cis-4 cis-7 cis-10 cis-13 cis-
16 cis-19), alcancando o maximo em torno de 2,3:1. Na gordura lactea, essa relacdo tende a ser mais
elevada, sendo altamente influenciada pelo regime alimentar, permitindo que alguns produtos de ruminantes
se tornem importantes fontes de AG ®-3 na dieta humana (Haug et al., 2007).
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No presente experimento, a relacdo w-6:w-3 apresentou comportamento quadratico (P = 0,0355) com a
inclusdo de OG a dieta (Tabela 7). A partir da derivacdo da sua equacdo de regressdo, observou-se que o
zénite da relacdo m-6:m-3 (8,86) ocorreu aos 3,6% de OG. Tal comportamento se explica devido a redugéo
nos teores de w-3 e estabilidade nos de w-6. O aumento da relacdo w-6:0-3 é indesejavel do ponto de vista
de salde humana ja que, apesar de ser um AG essencial, niveis elevados de -6 sdo responsavel por
desencadear uma série de disfunc@es fisioldgicas como a formacdo de trombos, de ateromas e de desordens
imunolégicas (Toépico 13.7 da Revisdo de Literatura). Além disso, os valores ficaram acima dos 2,3:1
recomendados por Martin et al. (2006).

Essa relacdo é, de modo geral, pouco utilizada nos trabalhos que apresentam resultados de perfis de AG da
gordura do leite. Uma excecéo foi o artigo publicado por Petit (2003), que testaram os efeitos do tratamento
de sementes de linhaca e girassol com formaldeido sobre o perfil de AG do plasma e do leite de vacas
Holandés. Os autores observaram relagdes o-6:»-3 de 2,3; 8,4; 1,7 e 8,2 para 0s tratamentos com sementes
de linhaca e de girassol tratados, e sementes de linhaca e de girassol ndo tratadas com formaldeido,
respectivamente. Como era de se esperar, 0s tratamentos a base de linhaca apresentaram relagdes w-6:0-3
baixas ja que o 6leo dessa semente é rica em acido a-linolénico (57%). J& os tratamentos com a adicdo de
girassol, fonte de acido linoleico, apresentaram valores muito parecidos com os obtidos nos tratamendos
com a adicgdo de 2,5 e 3,7% de OG do presente experimento.

Variagdo da relacao o-6/m-3
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Figura 5. Relacdo entre as concentra¢des dos &cidos graxos w-6:m-3 presentes na gordura do leite de vacas
primiparas da raga Holandés alimentadas com dietas & base de capim-elefante picado suplementadas com 0
(Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria seca total

Outra relagdo utilizada para avaliar a qualidade nutricional das gorduras, dos 6leos e das dietas, é a
propor¢do entre os AG hipo (C18:1 cis-9; C18:3 cis-9 cis-12 cis-15; C20:5 -3 e C22:6 ©-3) e
hipercolesterolémicos (C12:0; C14:0 e C16:0). Ressalte-se que quanto mais alto o valor desta relagdo, mais
interessante do ponto de vista de salde humana. No presente experimento, observou-se incremento linear
neste indice (P<0,0001) & medida que se adicionou OG a dieta (Tabela 7 e Figura 6).

Varia¢do da relagcdo dos AG hipo:hipercolesterolémicos
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Figura 6. Relagdo entre as concentragdes dos acidos graxos hipo e hipercolesterolémicos presentes na
gordura do leite de vacas primiparas da raca Holandés alimentadas com dietas a base de capim-elefante
picado suplementadas com O (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de dleo de girassol (OG) na matéria seca total
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Esse comportamento foi resultado de dois fatores agindo simultaneamente: a reducdo dos teores de AG
saturados de cadeia carbénica média e a concomitante elevacdo dos teores de AG mono e poli-insaturados
(0-6 € ®-3) a medida em que se adicionou OG a dieta. A Figura 7 apresenta o comportamento dos teores
dos AG hipo e hipercolesterolémicos entre os tratamentos experimentais.

50
45

40 .
35 \»\
30

25 -/l/>§ —&— Hipocolesterolémico

20 —— Hipercolesterolémico
15

10
5

0 T T T 1
Controle 1,39%0G 25%0G 3,7%0G

% dos AG

Figura 7. Concentra¢fes dos &cidos graxos hipo e hipercolesterolémicos na gordura do leite de vacas
primiparas da raca Holandés alimentadas com dietas a base de capim-elefante picado suplementadas com 0
(Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de dleo de girassol (OG) na matéria seca total

Da mesma forma que no presente experimento, Lopes et al. (2012a; 2012b) e Mourthé et al. (2012b),
estudando a qualidade nutricional da gordura do leite de vacas Holandés x Gir alimentadas com éleo vegetal
adicionadas a dietas a base de forrageiras tropicais, também observaram comportamento crescente (P<0,05)
nas relacBes entre os dois grupos de AG, passando de 0,57 para 1,11; de 0,39 para 0,86 e de 0,55 para 1,19,
respectivamente, entre os tratamentos com menores e maiores adi¢es de gordura a dieta.

Com o objetivo de classificar os alimentos de acordo com sua probabilidade em predispor 0 homem ao risco
de ocorréncia de doencas coronarianas, Ulbright e Southgate (1991) propuseram a utilizacdo de dois indices,
de Aterogenicidade (IA) e de Trombogenicidade (IT), baseados nas concentracbes de AG saturados de
cadeia média, mono e poli-insaturados de cadeia longa presentes na fragdo lipidica dos alimentos.

Entretanto, a metodologia utilizada nos calculos desses indices tem sido questionada devido ao fato de que
as equacles ndo distinguem as acdes fisiologicas dos AG individualmente, mas por grupos. Dessa forma,
AG monoinsaturados trans, cuja maioria dos isdmeros sdo reconhecidamente maléficos & salde (Warensjo,
et al., 2004; Lock et al., 2005, Uauy et al., 2009), sdo colocados no mesmo grupo dos monoinsaturados cis,
considerados benéficos a salde, indistintamente. Da mesma maneira, as equagfes também consideram os
beneficios dos AG w-6 equivalentes aos dos w-3. Assim, estes indices devem ser interpretados com cautela,
de preferéncia, juntamente com outros pardmetros como o comportamento dos AG individualmente.

Segundo Ulbright e Southgate (1991), quanto menores os valores absolutos dos indices, menor a
probabilidade de que o consumo do alimento venha predispor a ocorréncia de doencas cardiovasculares. No
presente experimento, foi observado comportamento quadratico (P<0,0001; § = 2,876 — 0,696X + 0,089X?;
r> = 0,67) nos valores do IA com a inclusdo de OG na dieta, sendo a redugdo da ordem de 54% entre os
tratamentos Controle e 3,7%0G (Tabela 10). Esse comportamento sugere que adigdes de OG préximas a
3,0% em dietas de vacas alimentadas a base de capim-elefante picado permitem melhora significativa da
qualidade da gordura do leite com relacdo a predisposicdo de doencas aterogénicas. Suposi¢do essa
confirmada pela reducdo dos teores dos AG saturados e elevacdo dos insaturados, em especial dos &cidos
oleico e linoleico.

Entretanto, apesar da reducdo linear (P<0,0001; y = 3,767 — 0,285X; r’ = 0,47) observada nos IT com a

inclusdo de OG na dieta (Tabela 10), os valores absolutos foram, de modo geral, mais elevados do que o
esperado, provavelmente, como reflexo da elevagéo dos teores do &cido estedrico e redugdo dos AG ®-3.
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Lopes et al. (2008) forneceram niveis crescentes (0 a 4,5% da MS) de dleo de soja para vacas leiteiras
submetidas a dietas baseadas em capim-elefante picado e observarm redugdo (P<0,01) de 38% e 25% nos
IA e IT da gordura do leite, respectivamente. Esse comportamento se deveu, principalmente, a intensa
queda na lipogénese mamaria e, consequentemente, dos teores de AG saturados de cadeia carbdnica curta e
média (P<0,01; queda de cerca de 35%) e da elevacdo dos teores de AG insaturados totais em cerca de 67%.
O mesmo comportamento foi observado por Lopes et al. (2012a; 2012b) e Mourthé et al. (2012b) que
observaram reducGes de 47%, 70% e 52%, respectivamente, nos indices de aterogenicidade da gordura do
leite de vacas a medida que se elevou o fornecimento de 6leo vegetal nas dietas a base de forrageiras
tropicais. Comportamento semelhante ocorreu com o IT.

Tabela 10. indices de aterogenicidade (1A) e trombogenicidade (1T) da gordura do leite de vacas primiparas
da raca Holandés alimentadas com dietas a base de capim-elefante picado suplementado com O (Controle);
1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria seca total

o Dietas . Valor de P?
Acidos graxos EPM
Controle 13% 0G 25% 0OG 3,7% OG L Q
1A 2,969 2,120 1,743 1,540 0,1207 <0,0001 <0,0001
IT 3,942 3,320 2,985 2,825 0,1329 <0,0001 0,0018

'Erro padrio da média; “significancia

6.4.4. Acidos linoleicos conjugados

O termo &cido linoleico conjugado (CLA) caracteriza um grupo de isdmeros posicionais e geométricos do
acido linoleico, com ligagBes duplas conjugadas variando entre 6-8 a 12-14 (Collomb et al., 2004). Esses
AG, encontrados principalmente nas gorduras dos produtos derivados dos ruminantes, sdo hoje 0s
ingredientes funcionais mais celebrados e estudados da atualidade devido aos seus potenciais efeitos
benéficos (anticarcinogénico, antiaterogénico, antidiabetogénico, imunomodulador, osteosintético e
apoptético) embasados, principalmente, em resultados de experimentos utilizando culturas celulares ou
modelos animais, com poucas, mas concretas, evidéncias geradas a partir de estudos com humanos (Wahle
et al., 2004; Toomey et al., 2006; Benjamin e Spener, 2009).

O 4cido ruménico e o CLA trans-10 cis-12 sdo isbmeros de CLA com comprovada acdo fisiolégica
presentes na gordura dos ruminantes, por isso, sdo o foco da maior parte dos estudos. Entretanto, a sintese
lactea do isdmero CLA trans-10 cis-12 ndo é desejavel, devido a sua acdo inibitdria sobre a lipogénese
mamaria (Bauman et al., 1999; Baumgard et al., 2002). Assim, tem-se pesquisado estratégias nutricionais
que maximizem a secre¢do do acido ruménico. Dentre estas destacam-se a utilizagdo de pastagens formadas
com forrageiras tenras e de elevado valor nutricional ricas em acido a-linolénico (Kelly et al., 1998a;
Dhiman et al., 1999) ou suplementacdo das dietas com fontes de éleos ricas em &cidos linoleico e/ou a-
linolénico (Kelly et al., 1998b).

Foi observado incremento linear (P<0,0001) na concentracdo de &cido ruménico no leite com a incluséo de
OG na dieta (Tabela 6), com aumento da ordem de 244% entre os tratamentos Controle e 3,7% de OG.

A sintese do &cido ruménico ocorre em dois locais distintos: no rdmen, durante a BH do &cido linoleico; e
na glandula maméria pela agdo da enzima A°-desaturase (Bauman et al., 1999) que, segundo Griinari et al.
(2000), é responsavel por 64 a 78% da secrecdo deste isdbmero no leite. Assim, qualquer estatégia que
objetive elevar o teor de acido ruménico na gordura do leite deve focar no aumento do fluxo extra-ruminal
do 4cido vacénico e da atividade da enzima A°-desaturase no tecido mamério.

Assim como para o acido ruménico, foi observado incremento linear (P<0,0001) na concentracdo de &cido
vacénico no leite em funcéo da inclusdo de OG na dieta (Tabela 7). A similaridade das respostas desses dois
AG indica forte influéncia da atividade da A%-desaturase, permitindo que ocorresse correlacdo altamente
positiva entre eles (r = 0,910 e P<0,0001). As Figuras 8 e 9 ilustram a relacdo entre esses dois AG.
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Figura 8. Influéncia da adicdo de niveis crescentes de éleo de girassol sobre os teores dos acidos ruménico
(CLA cis-9 trans-11) e vacénico (C18:1 trans-11) na gordura do leite de vacas primiparas da raca Holandés
alimentadas com dietas a base de capim-elefante picado suplementadas com 0 (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de
6leo de girassol (OG) na matéria seca total.
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Figura 9. Relacéo entre as concentragdes dos acidos ruménico (CLA cis-9 trans-11) e vacénico (C18:1
trans-11) na gordura do leite de vacas primiparas da raca Holandés alimentadas com dietas a base de capim-
elefante picado suplementadas com 0 (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria seca
total.

A concentragdo do CLA cis-9 trans-11 (eixo y) aumentou 0,327 unidades a cada incremento de uma
unidade de C18:1 trans-11 (eixo x) (Figura 9). J& Ribeiro (2009a), observou coeficiente de determinacéo
mais elevado (r’=0,942) e um coeficiente angular maior (0,448), sugerindo uma maior atividade da A°-
desaturase.

A concentracdo do isdmero CLA trans-10 cis-12 no leite apresentou-se estavel, ndo influenciada (P>0,05)
pela inclusdo de OG na dieta, com valor médio de 0,019 g/100 g de AG totais (Tabela 7). Esse valor baixo é
normal ja que, segundo Griinari et al. (1998), ele pode se apresentar em niveis quase indetectaveis na
gordura do leite de animais submetidos a dietas com alta relagdo V:C, como foi 0 caso do presente
experimento. Segundo Haug et al. (2007), excetuando-se o &cido ruménico, a soma das concentragdes dos
demais isdmeros de CLA presentes na gordura do leite nunca ultrapassa 1% do total de AG, mesmo em
dietas ricas em carboidratos néo fibrosos.

O isémero CLA trans-9 cis-11 apresentou incremento linear (P<0,0001) na sua concentracdo no leite em
funcdo da inclusdo de OG na dieta (Tabela 6), sendo este aumento da ordem de 120% entre os tratamentos
Controle e com 3,7% de OG. A origem desse isdbmero ainda ndo esti bem definida, mas supde-se que, assim
como o CLA trans-10 cis-12, seja originado da BH incompleta dos AG poli-insaturados presentes na dieta.

De maneira geral, esses dois AG apresentam forte correlagdo negativa com os teores de gordura do leite
(Baumgard et al., 2001; Peterson et al., 2003; Gama et al., 2007; Perfield et al., 2007; Ribeiro, 2009a;
Souza, 2011). Entretanto, no presente experimento, ndo se observou esse comportamento. Apesar da
estabilidade das concentragcBes do isdmero CLA trans-10 cis-12, o CLA trans-9 cis-11 elevou suas
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concentragdes, assim como ocorreu com o teor de gordura. Esse comportamento atipico pode ser
consequéncia dos baixos teores absolutos desses isbmeros que, provavelmente, inibiram pouco a lipogénese;
o suficiente para reduzir a sintese de novo de AG, mas incapaz de causar reducdo na secrecéo de gordura no
leite devido ao maior aporte de gordura na glandula mamaria.

Na Tabela 11 é apresentada uma sintese das correlacdes existentes entre os isomeros de CLA identificados
no presente experimento (acido ruménico; trans-9 cis-11 e trans-10 cis-12) com o teor de gordura € com o
consumo de OG e seus principais AG (&cido oleico, acido linoleico e a-linolénico).

Tabela 11. Correlagdes entre o teor de gordura do leite, os consumos de acido oleico, linoleico e a-
linolénico e a secrecdo lactea dos principais isdomeros de CLA (cis-9 trans-11; trans-10 cis-12 e trans-9 cis-
11) identificados na gordura do leite de primiparas da raca Holandés alimentadas com dietas a base de
capim-elefante picado suplementadas com 0 (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria
seca total

Isbmero de CLA

Consumo - : :
cis-9 trans-11 trans-9 cis-11 trans-10 cis-12
0G r=0,75 r=0,60 r=0,04
P<0,0001 P<0,0001 P =0,7669
Acido oleico r=0,52 r=0,38 r=0,04
P =0,0004 P =0,0128 P =0,7947
Acido linoleico r=0,72 r=0,58 r=0,04
P<0,0001 P<0,0001 P =0,8092
Acido a-linolénico r=027 r=015 r=-012
cido a P =0,0838 P =0,3221 P =0,4485

r = correlagdo; P = significancia

Os consumos de OG, acido oleico e &cido linoleico apresentaram correlagdo positiva com o CLA cis-9
trans-11 e CLA trans-9 cis-11. Comportamento condizente com o fato de que ambos advém da BH
intermediéria dos AG insaturados em ambiente ruminal ndo cido. Outro fato que reforca a teoria de que o
pH ruminal se manteve elevado, foram as auséncias de correlacdo entre o teor de CLA trans-10 cis-12 e o
consumo de OG e de seus AG.

Ribeiro (2009a), estudando os efeitos da adi¢do de niveis crescentes (0; 1,5; 3,0 e 4,5% da MS) de éleo de
soja para vacas leiteiras submetidas a dietas baseadas em capim-elefante picado, observou aumento de
359% nos teores do acido ruménico entre os tratamentos 0 e 4,5% (1,28 para 4,59 g/100 g de AG totais),
resultado da elevada ingestdo de &cido linoleico e dos altos teores de &cido vacénico no leite (até 9,35 g/100
g de AG totais), resultantes da baixa atividade das bactérias do Grupo B em consequéncia da reducéo do pH
ruminal (relagdo V:C de 50:50). Mesmo comportamento foi observado por Souza (2011), com aumento de
513%, 275% e 600% para 0s isdmeros ruménico, CLA trans-9 cis-11 e CLA trans-10 cis-12,
respectivamente.

6.5. Indice de atividade da enzima desaturase

A estearoil-CoA desaturase (SCD) ou A’-desaturase é uma importante enzima presente em Vvarios tecidos
dos ruminantes, em especial o adiposo e mamario, que tem por finalidade priméaria converter os AG
saturados em monoinsaturados, por meio da introducdo de uma dupla ligacdo de configuragdo cis entre os
atomos 9 e 10 da cadeia carbonica. A SCD também pode catalizar a reagdo de dessaturagdo de um amplo
espectro de AG monoinsaturados, incluindo o &cido vacénico, a fim de gerar o &cido ruménico (Ntambi e
Miyazaki, 2004).

Uma das maneiras utilizadas para inferir acerca da atividade e seletividade de substrato pela enzima A°-
desaturase na glandula mamaria € a utilizagdo da relacéo entre os teores dos AG monoinsaturados cis-9 e 0s
seus isdbmeros saturados. No presente experimento, foram calculados os indices de desaturase para os pares
C14:1 cis-9/C14:0, C16:1 cis-9/C16:0, C18:1 cis-9/C18:0 e &cido ruménico/acido vacénico.
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Na Tabela 12 e nas Figuras 10 a, b e ¢ é apresentado o comportamento da atividade da A°-desaturase
utilizando como substratos os AG saturados C14:0, C16:0, C18:0 e vacénico. Com excecdo do par C16:1
cis-9/C16:0, que ndo apresentou variacdo (P>0,05), todas as demais relacBes apresentaram decréscimo
(P<0,05) a medida que se elevou os niveis de OG a dieta.

Segundo Ntambi e Miyazaki (2004), a acdo da A’-desaturase sobre os AG saturados ndo é uniforme, sendo
0s AG C16:0 e o estearico 0s mais propensos a reacdo. No presente experimento, somente o par C18:1 cis-
9/C18:0 apresentou valores destacadamente superiores (entre 2,212 e 1,657 para os tratamentos Controle e
3,7% de OG).

Jacobs et al. (2011) observaram intensa reducéo na expressio da enzima A%-desaturase na glandula mamaria
de vacas alimentadas com éleo de soja (fonte de &cido linoleico), sendo que 0 mesmo comportamento nédo
foi observado nos animais alimentados com 6leo de colza (fonte de acido oleico) ou de linhaga (fonte de
acido a-linolénico). Segundo os autores, a expressao mamaria dessa enzima aparentemente foi mais sensivel
ao fornecimento dietético de acido linoleico do que de oleico ou a-linolénico, sugerindo, entdo, que a
expressdo da SCD na glandula mamaria bovina responde diferentemente aos diversos AG presentes na
dieta.

O comportamento dos indices de desaturase apresentado nas Figuras 10 a, b e ¢ sugere que a medida que se
adicionou OG e, por conseguinte, acido linoleico, houve reducdo na atividade enziméatica. O comportamento
quadratico apresentado pelo par C18:1 cis-9/C18:0, sugere que a inibicdo da enzima A%-desaturase causada,
em especial, pelo &cido linoleico, atingiu seu grau méximo (1,63) durante o fornecimento de 2,8% de OG a
dieta.

O mesmo comportamento decrescente (P<0,05) da atividade enzimatica a medida que se adicionou 6leo
vegetal rico em AG insaturados foi observado por Mourthé (2012a) e Souza (2011) para os pares C14:1 cis-
9/C14:0, C16:1 cis-9/C16:0, C18:1 cis-9/C18:0 e &cido ruménico/acido vacénico.

Apesar de em ambos o0s experimentos as quantidades consumidas de &cido linoleico terem sido
consideraveis — entre 82 e 471,1 g/dia no caso de Mourthé (2012a) — os baixos valores da relagdo C18:1 cis-
9/C18:0 se comparado ao presente experimento podem ser explicados por outros fatores como o nimero de
lactacOes e a raca dos animais utilizadas por esses autores e 0 presente experimento. Segundo Soyeurt et al.
(2008), quanto maior o nimero de lactagBes, menor a atividade das enzimas dessaturase, além disso, vacas
da raca Holandés produzem mais A%-desaturase que as demais racas europeias e que algumas ragas
zebuinas. Tanto Mourthé (2012a) quanto Souza (2011) utilizaram vacas multiparas Holandés x Gir.
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Tabela 12. Atividade da enzima A%-desaturase na glandula maméria de vacas primiparas da raca Holandés alimentadas com dietas & base de capim-elefante picado suplementadas
com 0 (Controle); 1,3; 2,5 e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria seca total

. Dietas L Valor de P . B )
Atividade EPM EquacGes de regressio r
Controle 13% 0G 25%0G 3,7% OG L Q
C14:1 cis-9/C14:0 0,091 0,076 0,073 0,072 0,0051  0,0017 0,0802 ¥ =0,085 - 0,005X 0,14
C16:1 cis-9/C16:0 0,050 0,042 0,046 0,044 0,0037 0,2693 0,2716 - -
C18:1 cis-9/C18:0 2,212 1,735 1,716 1,657 0,0791  <0,0001  0,0036 §=2,176 — 0,385X + 0,068X> 0,42
acido ruménico/acido vacénico 0,477 0,399 0,365 0,367 0,0220  <0,0001 0,0061 ¥ = 0,480 + 0,004X + 0,002X> 0,43

'Erro padrao da média.
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Relacdo acido ruménico/acido vacénico
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Controle 1,3% OG 2,5% 0G 3,7% 0OG

Figura 10. indice de atividade da enzima A%-desaturase na glandula mamaria de vacas primiparas da raga
Holandés alimentadas com dietas a base de capim-elefante picado suplementadas com 0 (Controle); 1,3; 2,5
e 3,7% de 6leo de girassol (OG) na matéria seca total.
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CONCLUSOES

A suplementacédo de vacas leiteiras com 6leo de girassol em niveis inferiores a 3,7% da matéria seca em
dietas a base de capim-elefante picado melhorou a qualidade da gordura do leite do ponto de vista da
nutricdo humana. Tais beneficios foram decorrentes da reducéo dos teores dos AG de cadeia curta e média;
da elevacdo dos teores de acido oleico e dos isdmeros de CLA, em especial do acido ruménico; da elevacdo
dos valores absolutos da relagdo entre os acidos graxos hipo e hipercolesterolémicos; além da reducdo dos
indices de aterogenicidade e trombogenicidade.

A reducéo de 38% nos teores de &cidos graxos de cadeia carbdnica impar ou ramificada na gordura do leite
e 0s baixos teores totais de proteina sugerem ter havido algum comprometimento no desenvolvimento da
microbiota do rdmen a medida que se elevou a suplementagdo com 0leo de girassol. Entretanto, nenhuma
outra variavel referente ao consumo e digestibilidade dos alimentos, ou relacionada a composigdo lactea foi
influenciada pela possivel reducéo da microbiota.
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CAPITULO 1

Consumo, producéo, composicao e perfil de acidos graxos do leite de vacas Holandés
x Gir alimentadas com dois tipos de 6leo de girassol e dois modos de fornecimento do
concentrado em dietas a base de capim-elefante picado

RESUMO

O experimento teve por objetivo avaliar os efeitos de dois modos de fornecimento de concentrados —
mistura completa ou fornecidos fracionados ap6s cada uma das duas ordenhas diarias — contendo dois tipos
de éleo de girassol (OG; 4,5% da MS da dieta) com diferentes teores de acido oleico — alto e médio oleico —
fornecidos para 32 vacas primiparas em lactacéo recebendo dieta a base de capim-elefante picado. As vacas
foram distribuidas em delineamento de blocos casualisados em esquema fatorial 2 x 2 (modo de
fornecimento do concentrado x tipo de OG). Foram estudados os efeitos dos tratamentos sobre o0 consumo e
a digestibilidade dos nutrientes; os pardmetros sanguineos; a producdo e composicao do leite; e a evolugdo
dos perfis de &cidos graxos dos alimentos, do leite e plasma durante o periodo experimental. O fornecimento
fracionado do concentrado, comprometeu o consumo de nutrientes (P<0,0001) e a populagdo microbiana,
resultando em reducéo dos teores lacteos (P<0,0001) e plasmaéticos (P = 0,0023) dos AG de cadeia curta ou
ramificada, elevou a sintese e secrecdo (P<0,05) de AG ndo interessantes do ponto de vista nutricional, mas
destacou-se pela elevacdo da sintese do acido ruménico, com elevagdo de cerca de 50% e 67% nos teores
lacteos e secrecdo diéria, respectivamente. Entretanto, ndo influenciou os pardmetros plasméticos
(P>0,1016) ou a digestibilidade aparente de nenhum dos nutrientes avaliados (P>0,05). A utilizagdo do OG
rico em &cido oleico permitiu sensivel melhora na qualidade nutricional dos AG da gordura lactea se
comparado a qualidade da gordura produzida pela suplementagdo com OG contendo médio teor de &cido
oleico. Tal afirmacéo se baseia nos menores teores de C16:0 (P<0,0001), monoinsaturados trans (P<0,0001)
e 4cido linoleico (P<0,0001) e elevados de &cido oleico (P<0,0001) lacteos que refletiram na relacéo entre
0s AG hipo e hipercolesterolémicos (P<0,0001), na relacdo w-6:»-3 (P<0,0001), e na reducdo dos indices
de aterogenicidade (P = 0,0406) e trombogenicidade (P = 0,0062), sem que, contudo, houvesse
comprometimento do consumo (P>0,1238) e digestibilidade (P>0,5080) da dieta, dos parametros
plasméticos (P>0,1139) ou da producdo/composi¢do do leite (P>0,5511). O tipo de OG suplementado na
dieta influenciou apenas os consumos diarios de proteina bruta (P = 0,0248), de carboidratos néo fibrosos (P
= 0,0021), dos acidos palmitico, oleico e linolénico (P<0,0001), além do consumo de MS (P = 0,0008), de
MO (P = 0,0008) e de FDNcp (P = 0,0249) em percentagem do peso vivo (%pc). Apesar da melhora da
qualidade nutricional da gordura, observou-se reducéo dos teores do &cido ruménico quando da adigdo do
OG com altos teores de acido oleico. A andlise da evolucdo temporal dos AG lacteos permitiu verificar que
cerca de seis dias de suplementacdo dietética sdo suficientes para estabilizar importantes parametros de
qualidade nutricional da gordura como os indices de aterogenicidade e trombogenicidade e a relacdo de AG
hipo e hipercolesterolémicos. Entretanto, 21 dias de suplementacdo ndo foram suficientes para permitir que
os teores lacteos de &cido ruménico alcancasse seu zénite ou se estabilizassem. Os suplementos
concentrados contendo tanto OG com teores altos de &cido oleico como com médios teores ndo
apresentaram variacao significativa nos perfis de AG, sugerindo suportar periodo de armazenamento de até
35 dias. Tais resultados permitiram concluir que, o modo fracionado de fornecimento do concentrado
permitiu indices de qualidade da gordura do leite sutilmente melhores que 0 modo TMR e que 0 OG rico em
acido oleico é uma boa opgdo de utilizacdo na dieta de vacas objetivando-se a melhoria da qualidade
nutricional da gordura lactea.

Palavras-chave: consumo, digestibilidade aparente, girassol alto oleico, manejo alimentar, metabdlito
sanguineo, Pennisetum purpureum, TMR

ABSTRACT

The experiment was carried out at a randomized 2 x 2 factorial arrangement of treatments in order to
evaluate the nutrient intake and digestibilitys, the blood parameters, milk production and composition, and
the evolution of food, milk and plasma FA profiles of Holstein x Gir primiparous cows (n=32) fed
concentrate added with sunflower oils (SO) containing either high or medium oleic acid content (HO and
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MO) associated with two methods of concentrate feeding (TMR vs. twice a day) in elephant grass-based
diets. Feeding the concentrate twice a day reduced nutrients intake (P<0.0001), microbial population — due
to reduced milk (P<0.0001) and plasma (P = 0.0023) total odd or branched chain FA —, stimulated the milk
not healthy FA synthesis and secretion (P<0.05), but increased about 50% and 67% the rumenic acid milk
fat concentration and daily secretion, respectively. However, feeding the concentrate twice a day had no
effect on plasma parameters (P>0.1016) or on nutrients apparent digestibility (P>0.05). Feeding SO rich in
oleic acid allowed significant improvement in the milk fat FA nutritional quality compared to SO with
medium concentration fat. This assertion is based on lower levels of C16:0 (P<0.0001), monounsaturated
trans (P<0.0001) and linoleic acid (P<0.0001) on milk fat, and on the elevated oleic acid (P<0.0001),
hypo:hypercholesterolemic FA ratio (P<0.0001), in the w-6:w-3 ratio (P<0.0001) and on the reduced rates
of atherogenicity (P = 0.0406) and thrombogenicity (P = 0.0062). The SO type influenced only the daily
intakes of crude protein (P = 0.0248), soluble carbohydrates (P = 0.0021), the palmitic, oleic and linolenic
acid (P<0.0001 for all) and the DM intake (P = 0.0008), organic mater (P = 0.0008) and NDF (P =
0.0249) as a percentage of body weight (% bw). Despite the improvement in the nutritional fat quality, there
was a reduction in milk rumenic acid levels when adding oil with high levels of oleic acid. The time-
dependent milk FA evolution showed that important parameters of milk fat quality — atherogenicity and
thrombogenicity indexes, hypo and hypercholesterolemia ratio — stabilises about six days of
supplementation. However, 21 days of supplementation were not sufficient to allow the concentration of
rumenic acid reaches its zenith or to stabilize. The concentrated containing both high levels of SO with oleic
acid and with average contents showed no significant variation in its FA profiles, suggesting a withstand
storage period of 35 days. All the results allow to conclude that feeding the concentrate twice a day created
indices of milk fat quality slightly better than TMR and SO rich in oleic acid is a good choice for use in the
diet of cows aiming to improve the nutritional quality of milk fat.

Keywords: apparent digestibility, blood metabolites, feed management, high oleic sunflower, intake,
Pennisetum purpureum, TMR

INTRODUCAO

Na maioria dos trabalhos em que foi demonstrado o potencial da suplementagdo de dietas de vacas leiteiras
com fontes lipidicas de origem vegetal ricas em &cidos linoleico e/ou a-linolénico em alterar positivamente
o perfil de AG da gordura do leite (Collomb et al., 2006; Huang et al., 2008) foram utilizadas espécies
forrageiras de ciclo fotossintético C3, fornecidas, principalmente, sob a forma de fenos e silagens. Nos
processos de fenacdo e ensilagem podem ocorrer perdas oxidativas de AG poli-insaturados, principalmente
a-linolénico (Dewnhurst et al., 2006), que nas plantas forrageiras ¢ o principal substrato lipidico para
formacéo do &cido vacénico via processos de bio-hidrogenacgdo no rdmen, e subsequente dessaturagdo para
acido ruménico na glandula mamaria (Elgersma et al., 2006). Por esta razédo, o leite de vacas alimentadas
com forrageiras fornecidas frescas apresenta potencialmente maior relacdo de AG insaturados:saturados,
maiores concentragdes de AG poli-insaturados e de CLA que o obtido do leite de vacas recebendo dietas
baseadas em forragens conservadas (Elgersma et al., 2006; Gama et al., 2008).

Fontes vegetais ricas em acido oleico também apresentam potencial para alterar positivamente o perfil da
gordura do leite, embora em menor escala quando comparadas com aquelas ricas em &cido linoleico
(Collomb et al., 2004). Além disso, a estabilidade oxidativa de Gleos e gorduras ricas em AG mono-
insaturados é maior do que daquelas ricas em AG poli-insaturados (Gama et al., 2008), o que pode ser
considerada vantagem em termos de incremento do periodo de armazenamento do 6leo na propriedade rural
e da “vida-de-prateleira” dos derivados lacteos originados dos animais alimentados com tais 6leos.

Um aspecto importante do estudo dos efeitos da inclusdo de 6leos em dietas de vacas leiteiras sobre os
teores dos acidos ruménico e vacénico diz respeito ao dia apés inicio do fornecimento das dietas em que 0s
valores méaximos sdo alcancgados, bem como a propria persisténcia de elevadas concentracGes destes &cidos
graxos no leite (Dewhurst et al., 2006). Estas respostas sdo tempo-dependentes e estdo diretamente
associadas as mudancas no ambiente ruminal e nas variagdes das concentracdes de intermediarios da bio-
hidrogenacdo, decorrentes do processo de adaptacdo da microbiota do rimen a suplementacdo com elevados
niveis de lipideos nas dietas (Shingfield et al., 2006).

A adocdo da estratégia de suplementacéo de concentrados na forma de TMR com os alimentos volumosos,
além de assegurar consumo balanceado de nutrientes para suprir requerimentos nutricionais especificos,
permite maior estabilidade do ambiente ruminal, principalmente relacionado a menor variagéo do pH, ja que
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neste sistema de alimentacdo o consumo de concentrados é sempre acompanhado da ingestao de alimentos
volumosos (Assis, 1997). Por outro lado, € comum em sistemas de producdo de leite do Brasil, o
fornecimento da quantidade diéaria por vaca dos alimentos concentrados no cocho, sobre o volumoso,
parcelada ou ndo em funcdo do nimero de ordenhas adotado na propriedade. Impactos negativos no
ambiente ruminal, induzindo mudancas ndo-desejaveis nas rotas e nas concentracdes de acidos graxos
intermediarios da bio-hidrogenacdo ruminal (Dewhurst et al., 2006) podem ocorrer ao se trabalhar com
vacas de média producdo de leite e/ou em sistemas de producéo de leite baseados em pastagens sem adog¢édo
de suplementacdo volumosa no cocho, em funcéo da quantidade de concentrados fornecida diariamente.

Os objetivos do presente experimento foram avaliar os efeitos do modo de fornecimento do concentrado
rico em 6leo de girassol e os efeitos da inclusdo do 6leo de girassol rico em &cido oleico ou com médios
teores de acido oleico sobre o consumo de nutrientes, a producdo e composicdo do leite, 0s parametros
plasmaticos e o perfil de &cidos graxos do leite e do plasma de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas
com dieta baseada em capim-elefante picado; verificar as mudancas temporais ocorridas durante o
fornecimento das dietas sobre as concentracdes dos acidos graxos no leite; e comparar a estabilidade do
perfil de &cidos graxos dos concentrados formulados com dleo de girassol rico em &cido oleico ou com
médios teores de &cido oleico.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Campo Experimental José Henrique Bruschi, de propriedade da Embrapa
Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco, a 435 metros de altitude, 21° 37°de latitude Sul
e 43° 18’de longitude Oeste, na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais. O clima da regido é classificado
como Cwa, mesotérmico (KOppen), com precipitacdo média anual de 1500 mm.

Em um periodo experimental de 21 dias, 32 vacas foram distribuidas em delineamento de blocos
casualisados em esquema fatorial 2 x 2 (modo de fornecimento do concentrado x tipo de OG). Foram
estudados os efeitos dos tratamentos sobre o consumo e a digestibilidade dos nutrientes; os parametros
sanguineos; a produgdo e composicdo do leite; e a evolucdo dos perfis de AG dos alimentos, do leite e
plasma durante o periodo experimental.

As vacas primiparas Holandés x Gir (composicdo genética variando entre 1/2 e 15/16 de sangue Holandés)
utilizadas possuiam, no dia anterior ao inicio do experimento, 75 + 31 dias de lactacdo, producgdo de leite
média igual a 15,4 + 4,8 kg/dia e peso corporal médio de 444 + 84 kg. Cada bloco continha oito animais,
cuja distribuicdo foi idealizada de modo a torna-los os mais homogéneos possiveis, considerando dias em
lactacdo, producdo de leite e peso corporeo.

A utilizacdo exclusiva de primiparas ocorreu devido & disponibilidade desses animais no Campo
Experimental no momento que precedeu o inicio do experimento. N&o houve, contudo, o objetivo especifico
de estudar tal categoria.

Os animais foram alojados em curral do tipo free-stall com camas individuais forradas com areia,
bebedouros coletivos, cochos para suplementacdo mineral e sistema de limpeza de pista por flushing. As
ordenhas foram feitas mecanicamente duas vezes ao dia (as 6:00 h e as 14:00 h), e a producdo de leite
medida diariamente durante todo o periodo experimental.

As instalacfes de ordenha eram compostas por uma sala de espera, uma sala de ordenha com fosso central e
sistema de contencdo para 16 animais (8 x 8) em posicionamento semi-paralelo a 60°. O sistema de ordenha
da marca Alfa-Laval era composto por unidade de vacuo VPB77, pulsadores eletrdnicos EP100 com
regulador automatico, unidade de ordenha modelo Harmony auxiliada por extratores de teteiras automaticos
com braco de servico, medidores de vazdo MM25, unidades final SR60 e de limpeza C100E.

As pesagens das vacas foram realizadas semanalmente, nos dias 1, 8, 16 e 22 do periodo experimental, logo
apos as ordenhas da manha, em balanca digital da marca Toledo modelo MGR-2000 (Toledo do Brasil
Indistria de Balancas Ltda., Sdo Bernardo do Campo, SP), sem jejum prévio.

Todos os procedimentos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo nimero 281/2010.
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1. Dieta experimental

A dieta experimental teve o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach) picado como Unica fonte de
volumoso e foi formulada pelo Sistema Vigosa de Formulacdo de Racdes (RACAO 2.0 — Universidade
Federal de Vicosa) com relacdo volumoso:concentrado igual a 60:40, em base de matéria seca (MS). O
objetivo foi atender as exigéncias estabelecidas pelo NRC (2001) para vacas primiparas de 480 kg de peso
corporal médio e producdo diaria de 16 kg de leite com 3,5% de gordura.

Os dois modos de fornecimento do concentrado avaliados foram: 1) mistura completa (Total mixed ration -
TMR) com capim-elefante picado; e 2) a parte do capim-elefante picado, com a quantidade diaria de
concentrado fornecida parceladamente em duas vezes, logo apds as ordenhas. Os OG avaliados diferiram
entre si por apresentarem teores contrastantes de &cido oleico e acido linoleico: 1) rico em &cido oleico e
pobre em linoleico; e 2) teores intermediarios de acido oleico e linoleico (Tabela 5 dos Resultados e
Discussao).

Assim, 0s quatro tratamentos avaliados, em base de MS, foram os seguintes:

1) Mistura completa + 4,5% de OG com teores intermediarios de acido oleico;

2) Mistura completa + 4,5% de OG rico em acido oleico;

3) Capim elefante picado + Concentrado parcelado em duas vezes, fornecido apds as ordenhas + 4,5% de
OG com teores intermediérios de 4cido oleico;

4) Capim elefante picado + Concentrado parcelado em duas vezes, fornecido apds as ordenhas + 4,5% de
OG rico em acido oleico.

A formulagdo e composi¢do quimica estimadas da dieta experimental esta apresentada a seguir (Tabela 1).

Tabela 1. Formulagéo e composi¢do quimica estimadas da dieta experimental
Ingredientes (% da MS)

Capim-elefante 60,0

Fuba de milho 8,0

Farelo de soja 18,0

Polpa citrica 8,0

Nucleo vitaminico-mineral 15

Oleo de girassol 45
Composicdo Quimica da Dieta’

Proteina bruta (% da MS) 15,1

Extrato etéreo (% da MS) 6,8

Fibra em detergente neutro (% da MS) 45,5

Fibra em detergente &cido (% da MS) 28,6

NDT (% da MS) 66,0

Concentracao de acidos graxos (g/100 g de AG totais)
MO? AQ®

C16:0 (9/100 g de AG) 15,131 14,059
C18:1 cis-9 (g/100 g de AG) 14,370 21,259
C18:2 cis-9 cis-12 (9/100 g de AG) 19,829 14,258
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 (g/100 g de AG) 16,769 16,266

Valores estimados pelo Sistema Vigosa de Formulacdo de Racées (RACAO 2.0 — Universidade Federal de
Vigosa); “dieta adicionada de 6leo de girassol com teores intermediarios de cido oleico; *dieta adicionada
de 6leo de girassol com teores intermediarios de acido oleico.

As dietas foram fornecidas ad libitum em cochos cobertos, dotados de portdes eletrdnicos do tipo calan-gate
(American Calan Inc., Northewood, NH, EUA), instalados no curral free-stall, com acesso livre a 4gua e a
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mistura mineral. As quantidades oferecidas foram ajustadas diariamente antes do fornecimento da refeicdo
matutina, tomando por base a pesagem das sobras, a fim de permitir 10% de sobras.

Para os tratamentos que receberam a dieta na forma de mistura completa, o volumoso e o concentrado foram
pesados, misturados e distribuidos individualmente nos cochos utilizando-se equipamento semi-
automatizado e computadorizado (CALAN SUPER DATARANGER®, American Calan Inc., Northewood,
NH) uma vez ao dia, ap6s a ordenha da manha. Ja nos tratamentos com fracionamento do concentrado, as
refeicdes foram fornecidas duas vezes ao dia, logo ap6s as ordenhas (as 6:00 h e as 14:00 h). Primeiramente,
foi fornecida aos animais metade da quantidade diaria total de concentrado calculada para o dia e, ap6s
consumido por completo, era fornecida metade da quantidade diaria de capim-elefante calculada para o dia.

A cada dois dias, uma amostra de capim-elefante recém-cortado e picado era coletada a fim de se avaliar o
teor de MS e corrigir eventuais desbalanceamentos de dieta. Utilizou-se o procedimento por micro-ondas
(Staples, 1988), por este permitir avaliagdo rapida.

O capim-elefante foi cortado de capineira pré-estabelecida, situada proximo ao local de realizacdo do
experimento. No periodo pré-experimental, o solo da capineira foi corrigido e adubado, conforme
recomendagdes agrondmicas. Foram feitos cortes de uniformizacdo escalonados com o objetivo de se
formar faixas de capim-elefante de diferentes idades de crescimento, a fim de se obter uniformizacéo da
qualidade da forragem no momento da colheita. Os cortes de uniformizacio deveriam garantir colheitas de
graminea com composicdo bromatoldgica condizente com a idade de crescimento de 40 a 48 dias, mas,
devido a um veranico ocorrido nos meses de janeiro e fevereiro (Tabela 2), o crescimento da forragem foi
comprometido, impedindo, assim, a utilizacdo do material na idade e composicdo bromatoldgica desejadas
(Tabela 3). Assim, a idade média do capim-elefante utilizado durante o experimento foi de
aproximadamente 80 dias.

Tabela 2. Temperaturas médias maximas (Tméax) e minimas (Tmin) e precipitacdo entre 0s meses de
novembro de 2010 e marco de 2011.

Més / Ano Tméax* (°C)  Tmin?(°C)  Precipitacdo (mm)
Novembro / 2010 27,0 18,5 194,0
Dezembro / 2010 30,1 20,5 2242
Janeiro / 2011 29,7 20,3 115,6
Fevereiro / 2011 32,1 19,7 40,2
Marco / 2011 28,0 20,0 124,6

'Média das temperaturas maximas diarias observadas no més; “Média das temperaturas minimas diérias
observadas no més.

Tabela 3. Composi¢do bromatoldgica e digestibilidade in vitro da matéria seca do capim-elefante durante o
periodo experimental

Composic¢éo quimica 12 semana 2%8semana  3%semana
Matéria Seca, MS (%) 245 28,3 24,5
Proteina bruta (% da MS) 6,4 6,3 6,4
Extrato etéreo (% da MS) 3,0 1,6 2,6
Fibra em detergente neutro® (% da MS) 73,4 74,4 67,9
PIDN? (% da MS) 1,75 1,06 0,81
Fibra em detergente 4cido® (% da MS) 49,3 49,2 46,9
Lignina (% da MS) 7,6 7,7 7,2
Cinzas (% da MS) 3,1 3,1 58
Digestibilidade in vitro da matéria seca (%) 48,5 - 47,8
Conteudo de &cidos graxos (g/100 g de AG totais)

C18:1 cis-9 4,049 6,016 4,405
C18:2 cis-9 cis-12 13,793 15,781 15,310
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 28,701 24,632 26,411

Yvalores corrigidos para cinzas e proteina bruta; * Proteina insoltvel em detergente neutro.
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Excetuando-se os finais de semana, o capim-elefante foi cortado e transportado diariamente para o local do
experimento, sempre na parte da manha. Ap6s cada corte, o capim era abrigado em galpdo coberto até o
momento da picagem em picadeira estacionaria da marca VM modelo NVME3 (Vitério Meneghin Inddstria
e Comércio LTDA, Barbacena, MG) impulsionada por motor elétrico de 15 cv e 220 volts da marca WEG,
sempre realizada momentos antes do fornecimento das refeicfes. Devido ao fato de terem sido consumidas
em, no maximo, 48 horas ap6s seu corte, pressupds-se que o material mantivesse seu contedo lipidico
integro, com acdo minima da oxidac&o bacteriana e das lipases endégenas.

Os concentrados foram formulados com fuba de milho, farelo de soja, polpa citrica, ndcleo vitaminico-
mineral e os dois diferentes OG. A polpa citrica substituiu metade do fuba de milho na formulagéo da racéo.
A sua inclusdo teve como objetivo principal alterar os padrfes de fermentacdo ruminal pela substituicio de
parte do amido pela pectina. A pectina induz maior formagéo de acetato e menor de propionato, permitindo,
assim, minimizar possiveis reducoes indesejaveis no pH ruminal (Leiva et al., 2000; Hall, 2001; Eifert,
2004). Os resultados das analises bromatolégicas do concentrado estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Composi¢do bromatoldgica média e a digestibilidade in vitro da matéria seca dos concentrados

Composicéo quimica Alto Oleico! Médio Oleico*
Matéria Seca, MS (%) 88,2 88,4
Proteina bruta (% da MS) 23,4 25,5
Extrato etéreo (% da MS) 13,5 13,0
Fibra em detergente neutro? (% da MS) 15,6 14,6
PIDN? (% da MS) 2,00 1,94
Fibra em detergente acido® (% da MS) 10,6 10,3
Celulose (% da MS) 10,3 11,6
Lignina (% da MS) 2,2 2,4
Cinzas (% da MS) 7,6 7,8
Digestibilidade in vitro da MS (%) 78,4 80,8

Valores analisados; “Valores corrigidos para cinzas; “Nitrogénio insolGvel em detergente neutro.

Devido aos altos teores de déleo (> 13,0%) presentes na sua composicdo e a facilidade com que os AG
insaturados oxidam em contato com o ar, decidiu-se por preparar as racfes semanalmente, de forma a
minimizar sua peroxidacéo lipidica e evitar alteragdes no perfil dos OG ingeridos e redugdo da ingestdo
voluntaria de MS.

A adi¢do de OG em niveis superiores a 4,5% da MS foi descartada, pois ja se comprovou (Ribeiro, 2009b)
seu impacto negativo sobre a digestibilidade da fibra no rimen e o consumo de MS que, por sua vez,
poderia influenciar negativamente o desempenho animal, além de causar quedas expressivas no teor e na
producdo diaria de gordura no leite (Bauman et al., 2005). Tais respostas tendem a se exacerbar
especialmente quando se lanca mao de fontes de OG predominantemente insaturados e livres no ramen,
como no caso dos usados no presente experimento.

O ndcleo mineral (Matsuda — Top Milk Nicleo, S. S. Paraiso, MG) presente na formulagdo dos
concentrados foi misturado ao sal branco (NaCl) na proporgéo 1:1 e disponibilizado para os animais durante
todo o periodo experimental em cochos especificos para esse fim. A formulagdo do ndcleo vitaminico-
mineral esta apresentada na Tabela 5.

115



Tabela 5. Formulacéo do nicleo vitaminico-mineral

Mineral/Vitamina Concentragdes’
Calcio (g) 255 (min.) — 268 (méax.)
Fésforo (g) 76
Enxofre (9) 20
Magnésio (g) 30
Cobalto (mg) 60
Cobre (mg) 850
lodo (mg) 65
Manganés (mg) 2.000
Selénio (mg) 20
Zinco (mg) 6.000
Ferro (mg) 1.000
Flaor (mg) 760 (max.)
Vitamina A (U.l./kg) 220.000
Vitamina E (U.1./kg) 500

!Niveis minimos de garantia por quilograma de produto.

2. Mensuracao do consumo, avaliacdo da composi¢do quimica e perfil de acidos graxos da dieta e seus
ingredientes

O consumo individual de alimentos foi determinado diariamente usando cochos com port6es eletrénicos do
tipo calan-gates (American Calan Inc., Northewood, NH, EUA), a partir da diferencga entre a quantidade de
sobras recolhidas pela manhd e o material total oferecido no dia anterior. A estimativa do consumo dos
nutrientes da dieta foi calculada pela multiplicacdo do peso do material consumido pelo teor médio do
nutriente presente no alimento e respectivas sobras individuais.

Amostras de capim-elefante foram coletadas em dois momentos: a cada dois dias, para que, ao final de cada
semana, fossem preparadas amostras compostas desse material; e diariamente durante os cinco dias de
coleta de fezes para a determinagdo da digestibilidade aparente dos nutrientes. Nesses cinco dias também
foram coletadas aliquotas das sobras individuais.

Amostras dos dois tipos de concentrado foram coletadas logo apds o seu preparo, ou seja, nos dias 0 (dia
anterior ao inicio do experimento), 6 e 13 do periodo experimental. Uma parte dos concentrados preparados
no dia anterior ao inicio do experimento foi mantida reservada, e aliquotas foram coletadas nos dias 1 (dia
do preparo da batida), 7, 14, 21, 28 e 35, a fim de se verificar possiveis altera¢fes ocorridas no perfil de AG
decorrentes da oxidacéo lipidica na gordura dos ingredientes, em especial dos OGMO e OGAO, durante
longos periodos de armazenamento.

Apos a coleta, todas as amostras destinadas as analises bromatoldgicas foram armazenadas a -10°C. Depois
de descongeladas, as amostras de capim-picado, concentrados e sobras foram pré-secadas em estufa com
circulagdo e renovacao de ar, modelo TE-394/3 (Tecnal Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, SP), a
55°C por 72 horas, e moidas em moinho de facas do tipo Willey da marca NUCLEO, modelo MR340,
dotado de peneira com perfuragcdes de 1 mm. Posteriormente, foram analisadas quanto aos teores de MS a
105°C, cinzas, fibra em detergente neutro corrigida para cinzas (cFDN), fibra em detergente acido corrigida
para cinzas (cFDA), celulose, lignina, proteina bruta (PB), Proteina insoltvel em detergente neutro (PIDN)
e extrato etéreo (EE) segundo AOAC (1990), no Laboratério de Andlises de Alimentos da Embrapa Gado
de Leite (Juiz de Fora, MG). Utilizou-se a enzima amilase durante as analises de fibra das amostras de
concentrado.

Todas as amostras de alimentos destinadas a analise do perfil de AG foram liofilizadas em liofilizador
modelo FD18 (Labconco, Kansas City, MO, EUA), moidas e mantidas a -10°C até o momento das analises.
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N&o foram coletadas amostras das dietas completas (TMR), para evitar eventual ocorréncia de erros de
amostragem, comum nesse tipo de material.

A andlise qualitativa e quantitativa dos AG presentes nos alimentos seguiu o procedimento de
transmetilacdo direta (one step) proposto por Sukhija e Palmquist (1988): em 1,0 g de capim ou 500 mg de
concentrado foram adicionados 2,0 mL de heptano e 3,0 mL de solucdo de HCI em metanol (100 mL de
metanol e 20 mL de cloreto de acetila); a solucdo resultante foi mantida em banho-maria a 90°C por 120
minutos. Apos resfriamento, a fase apolar foi neutralizada e suspendida com 10,0 mL de solucdo de
carbonato de potassio (K,COs) a 6% e 1,0 mL de heptano, respectivamente. Os pigmentos foram retirados
com a utilizagdo de 200 mg de carvao ativado; os residuos de metanol e agua foram retirados pela adigdo de
200 mg de cloreto de calcio.

Cada amostra recebeu ainda 4,0 mg do AG C13:0 (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA) com o
objetivo de servir como padréo interno, possibilitando, assim, a quantificacdo dos demais AG (Sukhija e
Palmquist, 1988).

Os AG foram determinados no Laboratério de Cromatografia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora -
MG) em cromatégrafo gasoso, modelo 6890N (Agilent Technologies), com detector de ioniza¢do de chama
(FID), utilizando-se coluna capilar de silica fundida Varian (Palo Alto, CA, EUA), modelo CP-Sil-88, de
100 m x 0,25 mm de diametro interno e 0,2 um de fase estacionéria de ciano propil siloxano. As condicées
da corrida (fluxo dos gases e gradiente de temperatura do forno e injetor) foram descritas por Kramer et al.
(2001), com modo de divisdo de fluxo (split), numa razéo de 10:1.

A identificacdo dos ésteres metilicos dos AG ocorreu por comparacdo com 0s tempos de retencdo
observados em padrdes. Os padrdes utilizados foram: FAME 37, mix de isdmeros do Acido Linoleico metil
éster, mix de isdbmeros do Acido Linolénico metil éster e Acido Vacénico (C18:1 trans-11) metil éster da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA), e LUTA — CLA 60% (28% de CLA cis-9, trans-11 e 28% de CLA
trans-10, cis-12) da BASF (Floham Park, NJ, EUA). Os demais AG foram identificados com base em
trabalhos diversos (Dionisi et al., 2002; Roach et al., 2002; Kramer et al., 2004; Christie et al., 2007; Cruz-
Hernandez et al., 2007; Destaillats et al., 2007; Shingfield, dados ndo publicados).

Os dois tipos de OG utilizados (Triangulo Alimentos, Itapolis, SP) foram amostrados em todos os dias de
preparo do concentrado (dias 0, 6 e 13) para posterior avaliagdo do perfil de AG e, consequentemente, da
qualidade do seu armazenamento na fabrica de racdo em tambores de ago, com capacidade de 200 kg,
alojados & sombra. A metilacdo das amostras de OG ocorreu por transmetilagdo alcalina de acordo com
Christie (1982) com modificacbes (Chouinard et al., 1999). A determinagdo e a identificacdo dos AG
ocorreram no Laboratério de Cromatografia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora - MG) da mesma
maneira que nos alimentos, diferindo apenas com relagdo ao modo de divisao de fluxo (split), cuja raz&o foi
de 50:1.

3. Digestibilidade aparente dos nutrientes

As digestibilidades aparentes da MS, MO, PB, FDNcp (FDN corrigida para cinzas e proteina), EE e
carboidratos ndo fibrosos presentes na dieta foram estimadas utilizando os valores individuais de producéo
fecal calculados a partir da utilizagdo do indicador externo 6xido crémico (Cr,03) (Lopes, 2007).

O indicador foi fornecido aos animais via ingestdo forgada, fracionado em capsulas contendo 5,0 gramas do
indicador, duas vezes ao dia (ap6s as ordenhas), entre o décimo e 0 21° dia do periodo experimental. Nesse
periodo de doze dias, os sete primeiros foram destinados a estabilizacdo da excre¢do de cromo, e 0s cinco
seguintes, para as coletas de fezes, realizadas durante o fornecimento do indicador. Durante 0s cinco dias
em que ocorreram as coletas de fezes, que foram realizadas duas vezes ao dia, logo apds as ordenhas didrias,
foram também amostrados o capim picado e concentrados oferecidos, além das sobras individuais para
posterior andlise dos teores de MS, MO, PB, FDNcp, EE e CHO ndo fibrosos. Os calculos das
digestibilidades aparentes dos nutrientes foram realizados segundo Berchielli et al. (2011):

DN (%) = (MS ingerida x % Nutriente) — (MS excretada x % Nutriente) x 100
(MS ingerida x % Nutriente)

Em que:
DN = digestibilidade do nutriente
MS = matéria seca
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O calculo da taxa de passagem da forragem fresca (wet forage) utilizada para auxiliar a compreenséo do
comportamento do consumo e da digestibilidade dos alimentos seguiu a férmula proposta pelo NRC (2001):

kp = 3,054 + (0,614 X cMS%pc)

Em que:
Kp = taxa de passagem
cMS%pc = consumo de matéria seca em percentagem do peso corporal

4. Avaliacdo da producéo e composicéo do leite

O registro das produgdes individuais de leite foi realizado diariamente durante todo o periodo experimental,
com base na soma das producdes das duas ordenhas diarias aferidas por meio de medidores de vazéo da
marca Alfa-Laval modelo MM25.

A producdo de leite corrigida (PLC) para 3,5% de gordura (PLC3,5%) foi calculada segundo Sklan et al.
(1992), por meio da seguinte férmula;

PLC3,5% = (0,432 + 0,1625 x % de gordura do leite) x producdo de leite em kg/dia

Nos dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 do periodo experimental, foram coletadas amostras individuais para a
determinacdo da composicéo fisico-quimica do leite. Tais coletas objetivaram comparar os tratamentos, bem
como acompanhar a evolucdo da composicdo do leite a partir do fornecimento dos suplementos
concentrados contendo os OG.

Nos dias 24 e 28, ou seja, apds a suspensdo do fornecimento das dietas experimentais e retomada do
fornecimento das dietas pré-experimento (silagem de milho e concentrado sem adicdo de 6leo), foram
coletadas amostras a fim de se verificar o comportamento da composigao fisico-quimica do leite.

As amostras destinadas a avaliacdo fisico-quimica, ou seja, a determinacdo dos teores de proteina, gordura,
lactose, extrato seco total e contagem de células sométicas (CCS) foram coletadas em frascos plésticos de
50 mL contendo uma pastilha de bronopol como conservante (AOAC, 1990). As amostras foram coletadas
em aliquotas de 2/3 e 1/3 (respectivamente nas ordenhas da manhd e da tarde) com o objetivo de se obter
amostras representativas da producéo individual no periodo de 24 horas. As amostras foram mantidas sob
refrigeracdo (<10°C) até o momento das andlises realizadas no Laboratério de Qualidade do Leite da
Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG) no equipamento Bentley® 2000 (Bentley Instruments, MN,
EUA).

A avaliacdo da CCS, expressa em células/mL, foi convertida para o sistema de escore linear (EL), cuja
amplitude varia de 0 a 10, segundo recomendacdes propostas por Dabdoutb e Shook (1984). A conversédo
foi realizada utilizando a seguinte formula:

EL = (log, (CCS/100.000)) + 3
Segundo os autores, o EL de uma glandula mamaéria sadia deve ser inferior a 4 (equivalente a 330.000

células/mL de leite).

O aumento anormal da CCS do leite exerce influéncia sobre a composicdo do leite, reduzindo a
concentragdo dos constituintes normais e elevando a de constituintes sanguineos, como albumina,
imunoglobulinas e alguns fons (Wilson et al., 2004). Apesar de a CCS ndo ser afetada pela adi¢do de
lipidios a dieta, tornou-se necessaria sua avaliagdo com o objetivo de verificar se houve influéncia na
composicao do leite no presente experimento.

A eficiéncia produtiva (EP), indice que permite verificar a eficiéncia de conversdo do alimento consumido
em leite secretado, foi calculada por meio da seguinte formula:

EP = consumo de MS/producdo de leite em kg/dia
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5. Avaliagdo do perfil de acidos graxos do leite

Nos dias 0, 3, 6, 9, 15, 21, 24 e 28, foram obtidas amostras individuais de leite em frascos plasticos de 50
mL sem conservante. Elas foram, em seguida, armazenadas (-10°C), visando a posterior determinacdo do
perfil de AG no Laboratdrio de Cromatografia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG).

As oito coletas efetuadas durante o experimento objetivaram avaliar a influéncia dos tratamentos sobre o
comportamento temporal dos perfis dos acidos graxos das amostras de leite. As amostras dos dias 24 e 28
foram coletadas a fim de se verificar o comportamento dos teores de AG do leite apds a suspensdo do
fornecimento das dietas experimentais e retomada do fornecimento das dietas pré-experimento (silagem de
milho e concentrado sem adicdo de 6leo). Os valores médios do perfil de &cidos graxos de cada amostra
foram calculados a partir da média dos dias 15 e 21.

No dia do preparo, as amostras de leite foram descongeladas e homogeneizadas com o auxilio do aparelho
de ultrassom modelo T660/H da marca Elma (Schwing, Alemanha). O processo de extracéo lipidica baseou-
se no procedimento proposto pela AOAC (Official Method 985.05): em 1,0 mL de amostra, foram
adicionados hidroxido de ambnio 25%, etanol 94%, dietil-éter e hexano (0,2; 1,0; 2,5 e 2,5 v:v. A (nica
modificacdo em relagdo ao procedimento original foi a substituicdo do éter de petrdleo pelo hexano como
solvente. A fase superior contendo a gordura (~40 mg) foi transferida para outro tubo de ensaio e evaporada
completamente com a utilizacéo de fluxo de gas nitrogénio.

Durante a obtencdo dos AG metil-éster, que ocorreu por transmetilacdo alcalina de acordo com Christie
(1982) com modificagdes (Chouinard et al., 1999), foi utilizado 40 pL de solugdo reagente recém-preparado
(1,75 mL de metanol e 0,4 mL de metoxido de sddio — MeONa). Este procedimento foi preferencialmente
utilizado, pois catalises acidas podem resultar na isomerizacdo dos isdmeros de CLA de configuragdo cis-
trans ou trans-cis para configuragdes do tipo trans-trans (Kramer et al., 1997). Em seguida, o contetdo foi
neutralizado pela adi¢do de 60 pL de solucdo de acido oxalico (1,0 g de &cido oxalico em 30 mL de dietil-
éter); os residuos de metanol e 4gua foram retirados pela adigdo de 200 mg de cloreto de cdlcio e, apos
centrifugacao, o liquido foi transferido para recipientes do tipo vial com tampas plésticas com septos de Poli
Tetra Fluoretileno (PTFE).

A determinacdo dos AG ocorreu no Laboratério de Cromatografia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora
- MG) em cromatdgrafo gasoso, modelo 6890N (Agilent Technologies, UK), com detector de ionizacdo de
chama (FID), utilizando-se coluna capilar de silica fundida Varian Inc. (Mississauga, ON, Canada), modelo
CP-Sil-88, de 100 m x 0,25 mm de diametro interno e 0,2 um de fase estaciondria de ciano propil siloxano.
As condicBes da corrida (fluxo dos gases e gradiente de temperatura do forno e injetor) foram descritas por
Kramer et al. (2001), com modo de divisdo de fluxo (split) numa razéo de 50:1. A identificacdo dos ésteres
metilicos dos AG do leite ocorreu de forma semelhante a dos alimentos.

A concentracdo de cada AG presente nas amostras — expressa em g/100 g de AG totais — foi calculada a
partir da multiplicacdo da relacdo das suas areas sob as curvas (picos) em relagdo a area total do
cromatograma (%) pela producéo diaria de gordura total. As concentra¢fes dos AG de cadeia carbénica par
de 4 a 18 foram corrigidas por fatores de conversdo segundo Wolff et al. (1995).

Com o objetivo de facilitar a interpretacdo do comportamento de sintese e secrecdo de alguns AG chave,
foram calculados os somatdrios e algumas relagdes entre eles. Essas relagdes estdo apresentadas a seguir:
3 CLA: Somatorio dos &cidos linoleicos conjugados (CLA) cis-9 trans-11 + trans-7 cis-9; CLA
trans-9 cis-11 e CLA trans-10 cis-12;
¥ Inibidores: Somatério dos inibidores da lipogénese mamaria (CLA trans-9 cis-11 e CLA trans-
10 cis-12);
¥ Saturados Cadeia Par Curta, Média, Longa e Total: Somatério dos AG saturados de cadeia
carbonica par curta (4 a 10 carbonos), média (12 a 16 carbonos), longa (>18 carbonos) e da
soma de todos eles, respectivamente;
¥ AGCIR Somatério dos AG de cadeia carbdnica impar linear e ramificada (anteiso, iso);
¥ Anteiso: Somatério dos AG de cadeia impar ramificada anteiso;
¥ Iso: Somatdrio dos AG de cadeia impar ramificada iso;
¥ Impares Lineares: Somatorio dos AG de cadeia carbdnica linear impar;
¥ Monoinsaturados Pares: Somatorio de AG com insaturagdes Unicas cis, trans e da soma de todos
eles;
¥ C18:1: Somatério dos AG monoinsaturados de cadeia carbonica igual a 18;
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¥ Poli-insaturados: Somatério dos AG poli-insaturados com ligagdes (cis, cis) nas posicdes ®-3 e
®-6;

¥ C18 w-6 trans: Somatério dos AG de cadeia carbonica igual a 18 com saturagdes trans na
posicdo w-6;

Hipo:hiper: Relacdo entre o somatério dos AG hipocolesterolémicos e o somatério dos AG
hipercolesterolémicos;

®-6:0-3: Relagdo entre o somatorio dos AG -6 e 0 somatorio dos AG »-3;

Delta 12, 14, 16, 18 e CLA: Relacdo calculada a partir da divisdo dos AG monoinsaturados cis-9
pelos seus isémeros saturados, permitindo, assim, verificar o grau de atividade e
seletividade de substrato pela enzima A°-desaturase;

indice de Aterogenicidade = {(C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0)}/(SAGMI + Zw6 + Zm3) , segundo
(Ulbright e Southgate, 1991);

indice de Trombogenicidade = (C14:0 + C16:0 + C18:0)/{(0,5 x SAGMI) + (0,5 x Zo6)+ (3 x
Zm3) + Zmw3 /Zw6)}, onde ZAGMI é o somatdrio dos AG monoinsaturados, segundo
(Ulbright e Southgate, 1991);

6. Parametros sanguineos

As amostras de sangue foram coletadas via puncédo da veia coccigea, ap6s a ordenha da manha dos dias 0, 3,
9, 15 e 21, utilizando tubos a vacuo contendo solugdo do acido etilenodiaminotetra-acético tripotassico
(EDTA-K3) a 10% como anticoagulante. Essas amostras foram centrifugadas (1.500 g por 15 min) para
separagdo do plasma. As aliquotas destinadas para analise das concentragdes de glicose, ureia e
identificacdo do perfil de AG foram acondicionadas em microtubos (2 mL) com tampa, previamente
identificados, e armazenados a -10°C.

As concentragdes plasmaticas de glicose foram determinadas pelo método enzimatico da glicose oxidase
(kit Glicose PAP ref. 84 da LabTest® Diagnéstico SA, Lagoa Santa, MG) e de ureia pelo método
enzimatico-colorimétrico da urease (kit Ureia CE ref. 27 da LabTest® Diagnéstico SA, Lagoa Santa, MG).

A analise qualitativa dos AG presentes no plasma sanguineo seguiu o procedimento de transmetilagéo direta
(one step) proposto por Masood et al. (2005). A 50 uL de amostra foram adicionados 1,9 mL de metanol e
100 pL de cloreto de acetila e mantidos em banho-maria a 95°C por 60 minutos. Apés resfriamento,
adicionou-se 1,5 mL de hexano. O volume foi, em seguida, transferido para outro tubo de ensaio e
evaporado com a utilizacdo de fluxo de gas nitrogénio. Ao final do processo, a fase apolar foi ressuspendida
com 60 pL de hexano e armazenada em recipientes do tipo vial com tampas plasticas rosqueaveis com septo
de Poli Tetra Fluoretileno (PTFE)

Durante o preparo, foram adicionados 100 pug de Butil-Hidroxi-Tolueno (BHT) — pureza >99% - (SAFC, St.
Louis, MO, EUA) por amostra, com o objetivo de impedir possiveis oxidacdes lipidicas durante o preparo
das amostras (Masood et al., 2005).

As determinagBes de perfil de AG das amostras de plasma foram realizadas no Laboratdrio de
Cromatografia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora - MG) em cromatografo gasoso, modelo 6890N, da
Agilent Technologies com detector de ionizagcdo de chama (FID), utilizando-se coluna capilar de silica
fundida Varian (Palo Alto, CA, EUA), modelo CP-Sil-88, de 100 m x 0,25 mm de didmetro interno e 0,2
um de fase estacionaria de ciano propil siloxano. As condic¢fes da corrida (fluxo dos gases e gradiente de
temperatura do forno e injetor) foram descritas por Kramer et al. (2001), com modo de divisdo de fluxo
(split) numa razdo de 1:1 (splitless). A identificacdo dos ésteres metilicos dos &cidos graxos do leite ocorreu
de forma semelhante & dos alimentos.

7. Procedimentos estatisticos

Os resultados foram interpretados por meio de andlise de variancia utilizando-se modelos mistos, com o
auxilio do procedimento MIXED do SAS versdo 9.0 (P<0,05). Foram considerados efeitos fixos 6leo, modo
de fornecimento do concentrado e interagdo modo versus 6leo, e como efeitos aleatorios animal versus

modo.

As médias foram estudadas utilizando-se o teste t Student (P<0,05), por meio do comando LSMEANS do
SAS versdo 9.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Consumo de alimentos

O modo de fornecimento do concentrado — na forma de mistura total (TMR) ou fornecido ap6s cada
ordenha (Fracionado) — influenciou (P<0,0009) o consumo diario de todos os nutrientes avaliados,
expressos tanto em kg/dia como em relacéo ao peso corporal (%pc) (Tabela 1). O tipo de 6leo de girassol
(OG) — com alto (OGAO) e médio (OGMO) teores de acido oleico — suplementado na dieta influenciou os
consumos diarios de proteina bruta (PB; P = 0,0248), de carboidratos nado fibrosos (CHO néo fibrosos; P =
0,0021), dos &cidos graxos (AG) palmitico, oleico e a-linolénico (P<0,0001), além dos consumos de MS (P
= 0,0008), de MO (P = 0,0008) e de FDNcp (P = 0,0249) expressos em %pc. Houve interacdo (P<0,05)
entre os efeitos de modo de fornecimento do concentrado e do tipo de éleo para 0s consumos de extrato
etéreo (EE) e de &cido linoleico (Tabela 1).

Tabela 1. Consumo de nutrientes de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol
contendo alto (AO) e médio (MO) teores de &cido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do
concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado

Variavel TMR Fracionado — ' Efeitos '
AO MO AO MO Modo Oleo Modo x Oleo
kg/dia
MS 14,0 14,1 13,0 11,9 0,3373 <0,0001 0,1238 0,0566
MO 12,8 12,8 11,9 11,8 0,3070 <0,0001 0,1074 0,0568
FDNcp? 6,49 6,63 6,05 5,59 0,1572 <0,0001  0,2890 0,0530
PB 1,97 1,95 1,84 1,65 0,0472 <0,0001 0,0248 0,0628
CHO naéo fibrosos 3,27 3,16 3,05 2,66 0,0773 <0,0001 0,0021 0,0708
EE 1,03 1,12 0,96 0,94 0,0257 <0,0001  0,2455 0,0401
0G 0,630 0636 0587 0536 0,0152 <0,0001 0,1229 0,0573
%pc
MS 3,84 3,43 3,28 2,96 0,1466  0,0008 0,0123 0,7512
MO 3,51 3,12 2,99 2,69 0,1336  0,0008 0,0111 0,7515
FDNcp 1,78 1,61 1,52 1,39 0,0686  0,0009 0,0249 0,7450
g/dia
Acido palmitico 59,5 77,0 55,3 66,7 1,7353  0,0001  <0,0001 0,0771
Acido estearico 17,6 19,0 16,4 16,4 0,4308  0,0001 0,1187 0,1559
Acido oleico 33,3 2094 311,1 181,3 6,9765 0,0004 <0,0001 0,7723
Acido linoleico 112,3 206,3 104,3 178,7 4,2087 0,0001 <0,0001 0,0204
Acido a-linolénico 25,0 33,8 23,3 29,3 0,6995 0,0002 <0,0001 0,0604

Erro padrao da média; “fibra insoltvel em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina

As exigéncias nutricionais (em base de MS) para vacas primiparas de 400 kg de peso corporal, produzindo
13,6 kg de leite/dia contendo 3,5% de gordura e 2,8% de proteina, segundo o NRC (2001), sdo de 11,9 kg
de MS; 13,2% ou 1,57 kg de PB; 61,8% ou 8,4 kg de NDT; um maximo de 5,0% ou 0,6 kg de EE e, no
minimo, 28,0% ou 3,3 kg de FDN.

Assim, os requisitos minimos de MS, PB e FDN foram supridos por todos os tratamentos (Tabela 1). O
consumo de EE excedeu entre 55 (Frac. MO) e 85% (TMR MO) as recomendacdes do NRC (2001).

Se for levado em consideragdo o valor de NDT estimado para as dietas fornecidas no experimento (Tabela 1
do Material e Métodos), pode-se, entdo, considerar supridas também as exigéncias de energia (66,0% ou 8,9
kg de NDT). Entretanto, espera-se consumo de energia inferior ao estimado devido a baixa qualidade
nutricional e, consequente, reduzida digestibilidade apresentada pelo capim-elefante utilizado no
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experimento (Tabela 3 do Material e Métodos). Essa diferenca ocorreu devido as variagfes na qualidade da
fibra do capim entre 0 momento da formulagao das dietas e o decorrer do periodo experimental, apesar dos
cuidados culturais tomados com a capineira durante o periodo pré-experimental.

O consumo de MS das vacas que receberam a dieta na forma de mistura completa (TMR) foi superior ao
daquelas cujo concentrado foi fornecido pelo sistema fracionado, tanto em kg/dia (P<0,0001; 14,1 versus
12,5 kg de MS/dia) como em %pc (P = 0,0008; 3,64 versus 3,12%). Isto fez com que o consumo de todos 0s
demais nutrientes também seguisse tal comportamento (Tabela 1). Os maiores consumos observados nas
dietas fornecidas sob a forma de TMR corrobora com a melhoria do ambiente ruminal, caracterizada pela
menor variacdo de pH e maior sincronismo entre a producéo e demanda de nutrientes para a microbiota do
rimen, relatada por Coppock et al. (1981) e Assis (1997).

O tipo de OG nao influenciou (P = 0,1238; 13,5 e 13,0 kg de MS/dia, respectivamente para as dietas com
OGAO e OGMO) o consumo de MS expresso em kg/dia (Tabela 1). Neste modo de expressdo somente foi
observado efeito do tipo de OG sobre o consumo de PB (P = 0,0002; 1,91 versus 1,80 kg/dia para as dietas
com OGAO e OGMO, respectivamente) e de CHO néo fibrosos (P = 0,0021; 3,16 versus 2,91 kg/dia para as
dietas com OGAO e OGMO, respectivamente). A auséncia de efeito (P>0,05) do tipo de OG sobre os
consumos de MS, MO, FDNcp e, provavelmente, de NDT, expressos em kg/dia, sugere que a composicao
de AG poli-insaturados (AGPI) dos dois OG (Dehority, 2003; Jenkins, 1993; Vlaeminck et al., 2006b) ndo
compometeu a microbiota ruminal.

Entretanto, quando expresso em %pc, o tipo de OG fornecido influenciou o consumo de MS (P = 0,0123,;
3,56 versus 3,19% para as dietas com OGAO e OGMO, respectivamente), de MO (P = 0,0111; 3,25 versus
2,91% para as dietas com OGAO e OGMO, respectivamente) e de FDNcp (P = 0,0249; 1,65 versus 1,50%
para as dietas com OGAO e OGMO, respectivamente). Esse comportamento pode ser parcialmente
atribuido a variacdo numérica (P>0,05) do peso corporal observada entre os tratamentos.

Observou-se interagdo de efeitos de modo e de 6leo sobre o consumo de EE (Tabela 1a). As vacas que
receberam as dietas sob a forma de TMR, reduziram o consumo de EE durante o fornecimento de OGAQ e,
dentre os animais que ingeriram OGMO, houve redugdo do consumo no modo fracionado de fornecimento
de concentrado (Tabela 1a).

Tabela 1a. Desdobramento das médias de consumo diario de extrato etéreo (kg/vaca)

Modo
TMR Fracionado
. Alto Oleico 1,038 0,96™
Oleo - - x o
Médio Oleico 1,127 0,94

Letras iguais, mailsculas nas colunas e minGsculas nas linhas, indicam semelhanca (P>0,05) entre
tratamentos; Erro-padrédo da média = 0,0257.

Os consumos dos AG palmitico (P = 0,0001; 68,272 e 60,981 g/dia), estearico (P = 0,0001; 18,305 e 16,402
g/dia), oleico (P = 0,0004; 272,33 e 246,17 g/dia), linoleico (P = 0,0001; 159,34 e 141,48 g/dia) e o-
linolénico (P = 0,0002; 29,371 e 26,321 g/dia) foram todos influenciados (P<0,001) pelo modo de
fornecimento do concentrado (Tabela 1), seguindo 0 mesmo comportamento observado para o consumo de
MS expresso em kg/dia, ou seja, médias maiores para 0 modo TMR de fornecimento do concentrado.

Com relacdo ao tipo de OG, como ndo houve variacdo no consumo de MS expresso em kg/dia (Tabela 1),
os consumos dos AG foram influenciados pela composicdo dos 6leos em termos de AG (Tabela 5). Assim,
houve efeito (P<0,0001) do tipo de OG sobre 0s consumos de AG palmitico, oleico, linoleico e a-linolénico
(Tabela 1), respectivamente de 57,4 e 71,9; 323,2 e 195,3; 108,3 e 192,5; 24,1 e 31,6 g/dia para 0s
tratamentos com OGAO e OGMO. Ja o consumo de acido estearico, nao variou (P = 0,1187) porque seus
teores nos OGAO e OGMO, além de baixos, sdo numericamente semelhantes (Tabela 5).

Houve interacdo (P = 0,0204) de efeitos de modo e de tipo de OG sobre o consumo do &cido linoleico
(Tabela 1b). Independentemente do modo de fornecimento do concentrado na dieta, os tratamentos com
OGMO apresentaram maiores (P<0,0001) consumos de acido linoleico se comparado ao tratamentos com
OGAO. Sendo que nos tratamentos com OGMO, o0 modo TMR apresentou consumos mais elevados.
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Tabela 1b. Desdobramento das médias de consumo diario do acido linoleico (g/vaca)
Modo

TMR Fracionado
Alto Oleico 112,348 104,275

Médio Oleico  206,34"%  178,70"°

Letras iguais, mailsculas nas colunas e minlsculas nas linhas, indicam semelhanca (P>0,05) entre
tratamentos; Erro-padrdo da média = 4,2087.

Oleo

Ndo foram encontrados artigos na literatura que comparassem dois métodos de fornecimento de
concentrado em dieta a base de volumoso tropical fresco picado no cocho. Uma grande variedade de
trabalhos (Murphy et al., 1995; Jahreis et al., 1997; White et al., 2001; Bergamo et al., 2003; Kay et al.,
2005; Butler et al., 2008; Felton et al., 2008; Slots et al., 2009; Khiaosa-ard et al., 2010; Morales-Almaraz
et al., 2010) estudou diferentes métodos de alimentacdo de vacas leiteiras, mas sempre comparando
diferentes sistemas de producédo (confinamento x pastejo; sistemas de producdo organica x convencional sob
pastejo; pastejo intensivo x pastejo ndo-intensivo) ou diferentes volumosos, na sua maioria fornecidos
conservados sob a forma de silagem, em um modo de fornecimento de dieta fixo.

A auséncia de influéncia (P>0,05) dos tipos de OG sobre o consumo de alimentos sugere que, na
concentracdo fornecida (4,5% base MS), o OGAO e o OGMO influenciaram de forma equivalente a
popula¢do microbiana.

Casper et al. (1988) estudaram o fornecimento de duas dietas contendo 20% (base MS) de semente de
girassol com altos teores de acido oleico (80%) — aproximadamente 4,9% de EE e 3,8% de 6leo — ou a
mesma quantidade de semente de girassol com altos teores de 4cido linoleico (>65%) — aproximadamente
5,8% de EE e 4,7% de 06leo — em dietas a base de silagem de milho e feno de alfafa (V:C = 55:45) para
vacas Holandés em lactagdo. Assim como no presente experimento, os autores ndo observaram influéncia
(P>0,05) dos tipos de Oleo sobre o consumo de MS e nutrientes, e sugeriram que, nesse nivel de
suplementacdo de 6leo, os &cidos oleico e linoleico influenciam de forma equivalente a populagdo
microbiana ruminal.

Resultados semelhantes aos de Carsper et al. (1988), foram obtidos também por Hristov et al. (2005) que
avaliaram os efeitos de duas dietas fornecidas na forma de TMR, contendo 5% de 6leo de céartamo
(safflower) rico em &cido oleico (76,1%) ou em &cido linoleico (76,5%) sobre a performance produtiva de
bovinos de corte; He e Armentano (2011) que forneceram duas dietas (isoproteicas e isofibrosas; V:C =
60:40; na forma de TMR) a base de silagens de alfafa e de milho suplementadas com 5% de 6leo de cértamo
rico nos &cidos oleico (79,1%) ou linoleico (74,7%) para vacas Holandés em lactacdo; e He et al. (2012) que
forneceram duas dietas (isoproteicas e isofibrosas; 4,0% de 6leo e 7,0% de EE; V:C = 50:50) a base de
silagem de alfafa e silagem de milho na forma de TMR e suplementadas com concentrados adicionados de
6leos contendo: - alto teor de &cido oleico e baixo de linoleico (3,32 e 1,52% da MS, respectivamente); -
médio teor de acido oleico e baixo de linoleico (2,14 e 1,52% da MS, respectivamente).

2. Digestibilidade aparente

N&o houve efeito (P>0,05) do modo de fornecimento do concentrado, do tipo de OG e nem da interacdo
entre estes dois fatores sobre os coeficientes de digestibilidade aparente da MS, MO, PB, FDNcp, EE e
CHO (Tabela 2). No entanto, houve tendéncia de efeito do modo de fornecimento do concentrado sobre as
digestibilidades das fracdes fibrosas FDNcp (P = 0,0519) (Tabela 2).

Comparando-se os resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2, observa-se que houve evidente efeito de modo
de fornecimento do concentrado sobre o consumo de MS e nutrientes, sendo que 0 modo TMR apresentou
valores sempre superiores, confirmando-se a hip6tese proposta por Coppock et al. (1981) e Assis (1997) de
que esse modo de fornecimento de dieta permite maior estabilidade do ambiente ruminal. Entretanto, o
modo TMR ndo favoreceu a digestibilidade dos nutrientes, com excecdo das fragdes fibrosas (Tabela 2).
Duas podem ser as explicacBes para esses comportamentos: como 0 modo TMR promoveu maior consumo
de OG e, consequentemnte, de AGPI, a sua maior concentragcdo pode ter provocado acdo deletéria aos
microrganimos, reduzindo a digestibilidade da MS e dos demais nutrientes da dieta. Outra explicagdo pode
estar também na taxa de passagem da forragem (kp; Tabela 2), que foi maior no modo TMR (P = 0,0008;
5,3%/h versus 4,9%/h entre os modos TMR e fracionado, respectivamente), proporcionando, assim, maior
consumo, menor tempo de digestao e, consequentemente, menor digestibilidade.
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Tabela 2. Digestibilidade aparente dos nutrientes e taxa de passagem da forragem em vacas primiparas
Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de acido oleico
e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de
capim-elefante picado

Digestibilidade TMR Fracionado EPM! Efeitos

aparente (%) A0 MO AO MO Modo  Oleo  Modo x Oleo
Matéria Seca 494 511 539 51,8 2,1922  0,2379  0,9256 0,3770
Matéria Organica 50,6 52,3 55,9 53,6 2,1612  0,1308 0,8833 0,3574
Proteina Bruta 684 69,3 71,0 68,1 15422  0,6661  0,5080 0,2264
FDNcp 374 39,1 46,1 41,4 2,7580 0,0519 0,5706 0,2484
Extrato Etéreo 648 67,8 633 63,5 3,4237  0,3949  0,6412 0,6747

CHO ndo fibrosos 58,8 59,2 59,3 59,2 1,9557  0,9091 0,9473 0,9097
Taxa de passagem da forragem (%/h)?

kp 54 52 51 4,9 0,0900 0,0008 0,0123 0,7512
Erro padréo da média; “calculada segundo o NRC (2001)

Hristov et al. (2005) forneceram dietas suplementadas com 5% de 6leo de cartamo contendo teores
contrastantes de &cido oleico e linoleico e, assim como no presente experimento, 0s autores também néo
observaram influéncia (P>0,46) dos tipos de dleo e dos teores de acido oleico sobre as digestibilidades
aparentes da MS, MO, PB, FDN ou da FDA das dietas.

Chamaram a atencdo os baixos valores absolutos de digestibilidade (Tabela 2) dos nutrientes avaliados no
presente experimento. A titulo de comparacédo, Souza (2011) trabalhando com vacas Holandés x Gir com o
objetivo de avaliar o efeito da adigdo de diferentes niveis (0; 1,5; 3,0 e 4,5% em base de MS) de OG em
dietas a base de cana-de-aclcar (V:C = 60:40, base MS) observou digestibilidades aparentes — utilizando
como indicador interno a fibra insolUvel em detergente neutro indigestivel (FDNi) — da MS, MO, PB e FDN
médias para o tratamento com 4,5% de OG iguais a 71,5; 72,8; 71,0 e 46,5, respectivamente. Os resultados
indicam que, apesar da mesma relacdo V:C e da baixa qualidade da fibra da cana-de-aglcar, a
digestibilidade aparente dos nutrientes observada por Souza (2011) foi consideravelmente superior.

Ja Cabral et al. (2006) avaliaram a digestibilidade aparente de dieta a base de silagem de capim elefante
cortado com a avangada idade de 120 dias suplementada com 10% (base de MS) de farelo de soja fornecido
para bovinos fistulados no ramen. A dieta oferecida possuia composicéo quimica de PB, EE e FDN iguais a
10,6; 1,5 e 69,0%. A digestibilidade foi determinada utilizando como indicador interno a FDNi. Os autores
observaram digestibilidades aparentes para MS, MO, PB, FDN e carboidratos nao-fibrosos de 53,2; 55,2;
72,9; 49,5 e 65,9%, respectivamente. Percebe-se que, apesar da avancada idade de corte e consequente
baixa qualidade do capim, e da baixa suplementacdo, os valores de digestibilidade apresentaram-se
equivalentes ou, em determinados casos, superiores a da dieta fornecida no presente experimento cuja
relacdo V:C foi igual a 60:40.

Em suma, os resultados da literatura sugerem que os valores de digestibilidade obtidos no presente
experimento estdo, provavelmente, subestimados. Essa suposicdo é reforcada quando se observa os valores
de producdo e composi¢do do leite e as concentragdes plasmaticas de glicose e AGNE que, em momento
algum sugerem ter havido déficit de consumo de energia pelos animais.

Um possivel causador dos baixos valores de digestibilidade aparente pode ter sido a superestimacdo da
producdo fecal quando é utilizado o indicador externo Cr,03, conforme relataram diversos autores (Le Du e
Penning, 1982; Carruthers et al., 1988; Aroeira et al., 1996).

3. Parametros plasmaticos

As concentracfes plasmaticas dos &cidos graxos ndo-esterificados (AGNE), glicose e ureia ndo foram
influenciadas (P>0,05) pelo modo de fornecimento do concentrado, pelo tipo de OG nem pela interagdo dos
fatores estudados (Tabela 3). As concentragdes plasmaticas médias de AGNE, glicose e ureia foram de
0,1688 e 0,1934 mmol/L; 57,2 e 55,4 mg/dL; e 43,7 e 46,2 mg/dL para 0os modos TMR e fracionado,
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respectivamente, e de 0,1837 e 0,1785 mmol/L; 56,6 e 55,9 mg/dL; e 46,5 e 43,4 mg/dL para os OGAO e
OGMO, respectivamente.

Tabela 3. Parametros plasmaticos de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com dleos de girassol
contendo alto (AO) e médio (MO) teores de acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do
concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado

. TMR Fracionado Efeitos
Variavel EPM? - -
AO MO AO MO Modo Oleo Modo x Oleo
AGNE (mmol/L) 0,167 0,170 0,200 0,187 0,0258 0,3247 0,8330 0,7453
Glicose (mg/dL) 57,6 56,8 55,7 55,0 1,3101 0,1016 0,4758 0,9898
Ureia (mg/dL) 45,0 42,5 48,0 444 1,9695 0,1920 0,1139 0,7880

'Erro padréo da média;

Segundo Ospina et al. (2010), no periodo pré-parto as concentracbes de AGNE devem permanecer
inferiores a 0,300 mmol/L e, até o pico de lactacdo, nunca superiores a 0,600 mmol/L. Tomando-se tais
valores como referéncia e levando-se em consideracéo o periodo de lactacéo, a categoria animal e as médias
de diversos estudos (Kay et al., 2005; Loor et al., 2005; Amorocho et al., 2009; Carriquiry et al., 2009;
Souza, 2011; Alevato et al., 2012; Barletta et al., 2012; Mourthé et al., 2012a), conclui-se pelas
concentracBes de AGNE observadas no presente experimento — entre 200 e 260% abaixo do valor méximo
proposto por Ospina et al. (2010) — que as dietas forneceram energia suficiente para suprir as demandas de
energia de mantenca e lactacdo das vacas.

Diferentemente do consumo de MS e dos demais nutrientes, ndo se observou variagdo (P>0,05) no
comportamento dos teores de AGNE entre os dois modos de fornecimento do concentrado (Tabelas 1 e 3).
Essa observacgéo, somada aos relativamente reduzidos teores plasmaticos de AGNE, reforgam a teoria de
que as demandas energéticas de mantenca e producdo realmente foram supridas e que ndo houve
mobilizacéo significativa das reservas lipidicas.

Segundo Lucy (2011), os niveis de glicose circulante no plasma de ruminantes geralmente sdo baixos —
pouco superiores a 50 mg/dL — e se mantém relativamente constantes. Durante a lactagdo, concomitante ou
ndo com a prenhez, observa-se aumento na demanda por glicose pela glandula maméria, para a sintese de
lactose. Essa demanda pode ser parcialmente suprida pela mobilizacdo das reservas adiposas. Assim,
demandas agudas por glicose podem fazer com que o animal desenvolva quadros metabdlicos de cetose ou
de esteatose hepatica e apresente altos teores de AGNE plasmaticos.

Assim, era de se esperar que 0 comportamento da glicose plasmatica observado no presente experimento
fosse semelhante ao dos AGNE, ou seja, estavel, independentemente do modo de fornecimento do
concentrado (P = 0,1016) ou do tipo de OG fornecido (P = 0,4758) (Tabela 3).

Segundo Mourthé et al. (2012a), a auséncia de efeito nos teores de glicose no plasma de vacas em lactacdo
submetidas a dietas com diferentes niveis ou variedades de 6leo vegetal pode indicar que os tratamentos ndo
alteraram a concentragdo do seu principal precursor, o propionato. O propionato pode contribuir com até
60% da producdo de glicose no ruminante (Kozloski, 2009), sendo que destes, 60 a 70% s&o utilizados pela
glandula maméria para a producdo de lactose (Fonseca e Santos, 2000).

Selner e Schultz (1980) forneceram altas doses de &cido oleico a vacas Holandés em lactagdo e, apesar
disso, ndo observaram diferencas nos teores de glicose plasmatica entre o tratamento com 500 g de acido
oleico e aquele sem adicdo desse AG (P>0,05; 66,1 e 66,0 mg/dL para os tratamentos sem e com &cido
oleico, respectivamente).

A qualidade nutricional da dieta interfere diretamente na concentragdo plasmatica de ureia. Geralmente,
dietas com baixos teores de PB provocam queda nesses niveis. Entretanto, mesmo havendo ingestdo
adequada de proteinas, se os niveis de energia forem baixos, havera aumento dos niveis de ureia plasmatica.
Isso ocorre porque a digestdo microbiana das proteinas é reduzida e, consequentemente, ha formacéo local
de amdnia que é absorvida pela mucosa e metabolizada pelo figado, transformando-a em ureia (Gonzalez et
al., 2000). Assim, como a sua concentracdo plasmatica é influenciada basicamente pela relacdo energético-
proteica fornecida ao animal, ndo ha porque comparar os teores plasmaticos de ureia obtidos no presente
experimento com os observados em outros trabalhos que suplementaram a dieta com 6leos vegetais.
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Os valores médios de ureia plasmatica (Tabela 3) ficaram ligeiramente acima da faixa de normalidade
estabelecida por Swesson e Reece (1993) entre 20 a 40 mg/dL para a categoria animal estudada no presente
experimento. Segundo esses autores, teores plasmaticos de ureia superiores a 40 mg/dL caracterizam
desbalanco energético-proteico na dieta e sdo tidos como deletérios para a reproducdo de vacas leiteiras.

A analise da Tabela 1 sugere duas possiveis explicacdes para os teores ligeiramente elevados de ureia no
plasma: ou 0 consumo de energia para essa categoria animal ficou abaixo do necessario; ou 0 consumo de
proteina foi ligeiramente superior ao recomendado. A segunda hip6tese é mais plausivel visto que o
consumo de PB foi 25% superior ao recomendado pelo NRC (2001) (1,97 versus 1,57 kg/dia) e aos fatores
que tém sugerido que o consumo de NDT ficou realmente dentro dos valores esperados.

4. Desempenho produtivo e composigédo centesimal do leite
N&o houve efeito do tipo de OG (P>0,05) sobre as variaveis de producdo e composicao do leite (Tabela 4).

Observou-se influéncia dos modos de fornecimento do concentrado apenas sobre a eficiéncia produtiva dos
animais (P<0,0001) e sobre o teor de lactose do leite (P = 0,0074) (Tabela 4). Parametros como a producao
de leite corrigida para 3,5% de gordura e as secre¢des diarias de extrato seco total (EST), gordura e lactose
apresentaram tendéncia (P = 0,0717; 0,0635; 0,0549 e 0,0584, respectivamente) de variagdo entre 0s
diferentes modos.

Tabela 4. Desempenho produtivo e composi¢do do leite de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas
com Oleos de girassol contendo alto (AO) e medio (MO) teores de &cido oleico e submetidas a dois modos
de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado

Variavel TMR Fracionado EPM?! Efeitos
AO MO AO MO Modo Oleo Modo x Oleo
Producéo de leite
(kg/dia)
Total 13,2 12,8 14,4 13,9 0,7890 0,1496 0,5511 0,9502
1ai 0,
corigidaparads% 154 158 144 142 07710 00717 07548 0,9748
de gordura
Eficiéncia produtiva?
3,5% 0,95 0,93 1,13 1,26 0,0512 <0,0001 0,2756 0,1237
Teores (%)
gordura 3,49 3,51 3,56 3,65 0,1371 0,4200 0,6809 0,7711
proteina 2,78 2,84 2,88 2,74 0,0604 0,9848 0,9630 0,1098
lactose 4,35 4,24 4,36 4,48 0,0453 0,0074 0,9803 0,0128
EST® 10,63 10,58 10,80 10,87 0,1705 0,1731 0,9265 0,7146
Producéo (g/dia)
gordura 4542 449,2 505,7 570,2 28,8578 0,0549 0,9500 0,9052
proteina 366,6 362,9 405,0 378,9 21,2276 0,1281 0,6273 0,5124
lactose 575,6 543,0 618,2 622,2 36,6579 0,0584 0,8445 0,6582
EST 1.396 1.355 1.528 1.508 77,9703 0,0635 0,6793 0,8888
Escore linear de CCS* 4,03 4,45 4,52 3,68 0,4647 0,7565 0,6369 0,1666

'Erro padrao da média; “Eficiéncia Produtiva = producao de leite (kg) / consumo de MS (kg); °EST: extrato
seco total; * EL = ( log, (CCS/100.000)) + 3.

A eficiéncia produtiva, pardmetro que permite verificar a eficiéncia de conversdo do alimento ingerido em
leite, foi mais baixa nos tratamentos fornecidos na forma de TMR do que na forma fracionada (0,94 e 1,18,
respectivamente). Essa diferenca se explica porque o consumo de MS e, por consequéncia, 0 consumo dos
demais nutrientes da dieta, nos tratamentos TMR foi mais elevado (P<0,0001) do que nos tratamentos
fracionados, apesar da producdo de leite ndo ter sofrido variacdo (P = 0,1496).
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A menor eficiéncia produtiva das vacas que receberam as dietas sob a forma de TMR néo era esperada, pois
vai de encontro aos preceitos e objetivos desse modo de fornecimento de dieta que consistem, basicamente,
em assegurar 0 consumo balanceado de nutrientes; impedir eventuais desbalanceamentos de dieta e permitir
maior estabilidade do ambiente ruminal, principalmente relacionado a menor variacdo do pH, ja que o
consumo de concentrados é sempre acompanhado da ingestdo de alimentos volumosos (Coppock et al.,
1981; Assis, 1997). Assim, na teoria, o sistema TMR permitiria utilizacdo mais eficiente dos alimentos.

Assim como a eficiéncia produtiva, a variacdo dos teores de lactose entre os modos TMR e fracionado de
fornecimento do concentrado também ndo era esperada, visto que o consumo de MS foi mais alto nos
tratamentos TMR (Tabela 1) e, por consequéncia, a sintese de AGV, entre eles, o propionato, precursor da
lactose; ndo houve variacdo da glicemia entre os tratamentos (Tabela 2); e ndo houve comprometimento da
microbiota ruminal comprovada pelas altas concentragdes plasmaticas (Tabela 6) e lacteas (Tabela 7) de
AGCIR.

Houve interacdo (P<0,05) dos fatores modo de fornecimento de concentrado e de tipo de OG somente sobre
o teor de lactose do leite. Entre os animais submetidos aos tratamentos com OGMO, os que receberam o
concentrado na forma de TMR produziram leite com menor teor de lactose do que aqueles que receberam o
concentrado fracionado (Tabela 4a).

Tabela 4a. Desdobramento das médias dos teores (%) de lactose no leite

Modo
TMR Fracionado
) AO 4,35 4,36
Oleo 4,24" 4,48

Letras iguais, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, indicam semelhanga (P>0,05) entre
tratamentos; Erro-padrdo da média = 0,0453.

Deve-se chamar a atencdo para o fato de que os teores médios de lactose dos tratamentos TMR AO, TMR
MO e Fracionado AO ficaram muito préximos do valor minimo estabelecido pelo Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) via Instrugcdo Normativa n® 62 (Brasil, 2002). A IN62 determina, dentre
outras coisas, que 0s teores de lactose, gordura e proteina devam ser superiores a 4,3; 3,0 e 2,9%,
respectivamente, para que o leite cru refrigerado seja considerado normal e, por isso, aceito pela industria de
laticinios sem penalizagdo a remuneracao paga ao produtor.

Teores de lactose inferiores ou préximos a 4,3%, como os observados na Tabela 4, sugerem baixa sintese de
propionato no rimen e, consequentemente, aporte reduzido de glicose a glandula mamaria. Entretanto, esses
baixos teores contrariam a normoglicemia apresentada na Tabela 3.

Outro fator causador da reducdo dos teores lacteos de lactose é o comprometimento da sanidade da glandula
mamaria caracterizado pelo aumento da CCS e, consequentemente, do seu escore linear. A reducdo dos
teores de lactose em animais com altas CCS é resultado da menor capacidade de sintese de lactose pelo
epitélio mamério infectado, da utilizacdo da lactose pelos patégenos intramamarios e da perda de lactose
para os intersticios celulares, decorrente do aumento de permeabilidade das membranas (Machado et al.,
2000).

Foi utilizada a formula de conversdo de CCS em escore linear proposta por Dabdoutb e Shook (1984) que
afirmaram que a glandula mamaria sadia deve apresentar escore linear inferior a 4,0 ou 3,2 x 10°
células/mL. Segundo Leite (2006), mudancas significativas nas concentragdes dos componentes lacteos
ocorrem somente a partir de CCS superiores a 5,0 x 10° células/mL (equivalente ao escore linear 4,5) para
proteina e lactose (elevagéo e reducéo, respectivamente), e 10° células/mL (equivalente ao escore linear 6,0)
para gordura (reducao).

Os escores lineares observados (valores proximos ou superiores a 4,0) foram considerados elevados com
relacdo aos valores estipulados pela literatura (Dabdoutb e Shook, 1984) e ndo sofreram influéncia (P>0,05)
do modo de fornecimento de concentrado nem do tipo de OG suplementado (Tabela 4).

Apesar dos menores (P<0,05) consumos de PB (P = 0,0248; 1,91 para 1,80 kg/dia) e de CHO n&o fibrosos
(P =0,0021; 3,16 para 2,91 kg/dia) observados nos tratamentos com adicdo de OGMO (Tabela 1), isto ndo
se refletiu nas varidveis de produgdo e composicdo do leite. Essa estabilidade corrobora com o
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comportamento observado de consumo, digestibilidade aparente e componentes plasmaticos (Tabelas 1, 2 e
3, respectivamente). No presente experimento, nem o teor nem a producéo diaria de proteina lactea sofreram
influéncia do modo de fornecimento do concentrado (P = 0,9848 e 0,9630, respectivamente) ou pelo tipo de
OG fornecido (P = 0,1281 e 0,6273, respectivamente). Entretanto, os valores absolutos observados
(préximos a 2,8%) ficaram aquém do valor minimo estabelecido pela IN62 (2,9%). Tais resultados sugerem
que tenha havido acdo inibitéria sobre a microbiota ruminal a ponto de comprometer o desenvolvimento
populacional e reduzir o aporte de aminoacidos (AA) a glandula mamaria ou que, somado aos altos teores
plasmaticos de uréia, pode ter havido desbalanco entre a energia e a proteinas da dieta.

Diferentemente dos teores de proteina e lactose, os teores de gordura no leite apresentaram valores
satisfatorios, acima dos 3,0% minimos exigidos pela IN62 (Tabela 4). Esse comportamento pode ser
explicado pela agdo simultanea de diversos fatores. O alto consumo de AG (Tabela 1) permite que grande
quantidade de AG seja absorvida e aporte a glandula mamaria aumentando, assim, a secre¢do de gordura no
leite. O relativamente baixo consumo dos &cidos linoleico e a-linolénico (Tabela 1), a alta relacdo V:C
(60:40) utilizada no presente experimento e a alta efetividade da fibra do capim-elefante (Tabela 3 do
Material e Métodos) aparentemente inibiram a queda de pH ruminal e a consequente formacdo do isémero
de CLA trans-10 cis-12, principal responsavel pela inibi¢do da lipogénese mamaria (Baumgard et al., 2002;
Moon et al., 2002). Apesar do CLA trans-10 cis-12 e dos demais inibidores da lipogénese mamaéria estarem
presentes na gordura das amostras avaliadas, eles apresentaram concentraces baixas (<0,029 e <0,112
0/100 g de AG totais, respectivamente; Tabela 9). Concentracdes estas aparentemente incapazes de agir de
forma deletéria sobre a sintese de novo de AG.

He et al. (2012) forneceram duas dietas (isoproteicas e isofibrosas; 4,0% de 6leo e 7,0% de EE; V:C =
50:50) a base de silagem de alfafa e silagem de milho na forma de TMR e suplementadas com concentrados
adicionados de 6leos contendo: - alto teor de acido oleico e baixo de linoleico (AOBL - 3,32 e 1,52% da
MS, respectivamente); - médio teor de acido oleico e baixo de linoleico (MOBL - 2,14 e 1,52% da MS,
respectivamente) e, assim como no presente experimento, os autores ndo observaram influéncia da
composicdo dos 6leos vegetais sobre nenhum dos componentes lacteos, tanto em % quanto em producéo
diéria (kg/dia). Os teores de lactose (4,82 e 4,80% para os tratamentos AOBL e MOBL, respectivamente) e
proteina (3,21 e 3,27% para os tratamentos AOBL e MOBL, respectivamente) apresentaram-se
numericamente superiores aos do presente experimento, mas ndo apresentaram variacdo (P>0,05) entre os
tratamentos. Ja os teores de gordura foram iguais a 2,88 e 2,76% para os tratamentos AOBL ¢ MOBL,
respectivamente, valores estes abaixo do exigido pela IN62 e justificados pelos autores devido a relagdo
V:C igual a 50:50 e aos baixos teores de fibra (<29,0% de FDN e < 21,5% de FDA), resultando, assim, na
producdo de quantidades significativas do CLA trans-10 cis-12 (0,044 e 0,055 g/100 g de AG totais para 0s
tratamentos AOBL e MOBL, respectivamente).

Casper et al. (1988) estudaram o fornecimento de duas dietas contendo 20% (base MS) de semente de
girassol com altos teores de &cido oleico (80%) — aproximadamente 4,9% de EE e 3,8% de 6leo — ou a
mesma quantidade de semente de girassol com altos teores de acido linoleico (>65%) — aproximadamente
5,8% de EE e 4,7% de 6leo — em dietas a base de silagem de milho e feno de alfafa (V:C = 55:45) para
vacas Holandés em lactacdo. Assim como no presente experimento, 0s autores ndo observaram influéncia
(P>0,05) dos teores de &cido oleico sobre a composi¢éo do leite.

Esses resultados sugerem que a variagdo dos teores de &cido oleico entre 0s 6leos vegetais exerce pouca ou
nenhuma influéncia sobre a composicéo do leite quando fornecidos em quantidades de 4,5% da MS.

5. Perfil de &cidos graxos dos alimentos
5.1. Capim-elefante

Apesar da sua baixa concentracdo de lipideos, os tecidos vegetais agem como importantes fontes de AG na
dieta dos ruminantes, influenciando, dessa forma, o perfil dos AG secretados no leite (Dewhurst et al.,
2006; Khan et al., 2012). Entretanto, o perfil de AG das forrageiras é extremamente varidvel e dependente
de diversos fatores como espécie vegetal, cultivar, estdgio de maturidade, relagdo folha/haste, nivel de
adubacéo nitrogenada, intensidade luminosa, temperatura ambiente e métodos de conservagdo (Elgersma et
al., 2003; Shrissia et al., 2012). Esses fatores fazem com que a composicdo lipidica dos vegetais se
apresente sob continua modificagdo.

No periodo pré-experimental, foram realizadas corre¢des e adubacgGes do solo da capineira conforme
recomendagdes agrondmicas, assim como cortes de uniformizacdo escalonados a fim de se obter
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uniformizacdo da qualidade da forragem no momento da colheita. Entretanto, devido as intempéries
climaticas, a idade média do capim-elefante utilizado durante o experimento foi de, aproximadamente, 80
dias, comprometendo, assim, a qualidade nutricional e reduzindo a participacdo dos AG provenientes do
capim-elefante no montante consumido.

O perfil de AG no capim-elefante de cada semana (Tabela 3 dos Anexos) foi gerado a partir de pool de trés
amostras coletadas a cada dois dias. Deve-se chamar a aten¢éo para o fato de que a evolugdo das semanas
apresentada na tabela ndo representa, necessariamente, o aumento da maturidade do capim-elefante
fornecido as vacas.

Os AG predominantes nas amostras analisadas foram o palmitico (C16:0), o esteérico (C18:0); o oleico
(C18:1 cis-9), o linoleico (C18:2 cis-9 cis-12) e o a-linolénico (C18:3 cis-9 cis-12 cis-15) (Tabela 3 dos
Anexos). Esses resultados corroboram a afirmacdo feita por Harwood (1980) e Van Soest (1994) de que
esses sdo 0s AG mais abundantes (~90% do total) nos lipides de origem vegetal.

Segundo Fernandes et al. (2007), gramineas de clima tropical como o capim-elefante possuem teores de
acido a-linolénico superiores a 30% (g/100 g de AG totais) no periodo pré-maturidade. Os teores desse AG
presente nas amostras analisadas sugerem que o capim-elefante utilizado no experimento estivesse maduro.
Teoria essa, reforcada pela baixa qualidade nutricional apresentada pelas anélises bromatoldgicas (Tabela 3
do Material e Métodos). Além disso, os teores de AG mostraram que a composi¢do dos AG do capim-
elefante ndo variou muito ao longo do experimento, afirmacao esta reforcada pela também baixa variacéo da
composicao bromatolégica (Tabela 3 do Material e Métodos).

Os AG saturados, monoinsaturados e poli-insaturados participaram com 25,8 a 29,9%; 6,0 a 7,8%; e 40,5 a
42,5% do montante total, respectivamente. No presente experimento, esses AG somaram apenas 76 g/100 g
do total de AG identificados, significando que outros compostos quimicos pouco polares como 0s
pigmentos, por exemplo, foram lidos e geraram picos no cromatograma alterando-se, assim, as reais
propor¢des dos AG. A titulo de comparagdo, o perfil de AG observado nas amostras de capim-elefante do
primeiro experimento (Tabela 1 dos Anexos) apresentou teores de saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados iguais a 43,0; 7,6 e 49,4 g/100 g de AG totais, respectivamente.

Um estudo mais cuidadoso sugere que somente o somatério dos AG saturados foi quem sofreu alteracGes,
apresentando-se abaixo do intervalo proposto por Harwood (1980) e Van Soest (1994) e dos valores obtidos
por amostras semelhantes analisadas em experimentos anteriores (Perez et al., 2008; Ribeiro 2009a). Essa
reducdo sugere que a metodologia proposta por Sukhija e Palmquist (1988) utilizada no preparo, em
especial, na metilacdo dos AG das amostras de capim coletadas selecionou os AG de forma que os saturados
fossem menos susceptiveis ao processo de metilagdo acida — talvez por uma questdo de polaridade —, além
de gerar amostras contendo altos niveis de impurezas.

5.2. Oleo de Girassol

Segundo Hazebroek (2000), os hibridos de girassol capazes de produzir leo com altos ou médios teores de
4cido oleico foram desenvolvidos com o objetivo de criar novas op¢des de 6leo comestivel que unissem
caracteristicas interessantes do ponto de vista nutricional, ou seja, serem ricos em AG insaturados e pobres
em AG saturados e monoinsaturados trans, e caracteristicas interessantes do ponto de vista industrial,
tornando-os mais estaveis a oxidacao lipidica.

Na nutricdo de ruminantes, a utilizacdo do OGAO permite 0 aumento dos teores de &cido oleico no leite,
tornando sua gordura fonte significativa desse AG na dieta humana; permite aumento dos teores lacteos de
AG monoinsaturados cis (Tabela 5) e, com isso, 0 aumento da vida de prateleira de produtos ricos em sua
gordura sem que haja comprometimento significativo da qualidade nutracéutica; além de potencialmente
possibilitar maior intervalo entre os preparos dos concentrados formulados com OG. Sendo essas
caracteristicas inviaveis a partir da utilizacdo de 6leos ricos em AGPI.

Assim como ocorreu com 0 OG comum (altos teores de acido linoleico), a comercializagdo dos OG com
alto e médio teores de acido oleico exigiu que se definissem padres de composicdo a fim de impedir a
venda de produtos adulterados ou fora das especificagdes. Com esse objetivo, 0 MAPA publicou a Instrucéo
Normativa N° 49 (IN49) no ano de 2006 (MAPA, 2006) (Tabela 5).
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Tabela 5. Composi¢ao média do perfil de acidos graxos — AG (g/100 g de AG totais) dos 0leos de girassol
utilizados no experimento e os intervalos composicionais exigidos pela Instru¢cdo Normativa N° 49 (MAPA,
2006)

Acidos graxos

Experimento Instruco Normativa n°49

(9/100 g de AG totais)  \edio Oleico  Alto Oleico Médio Oleico Alto Oleico
<C12:0 0,2 0,2 ng ng
C12:0 0,1 0,6 nq nq
C14:0 0,4 0,5 <1,0 <0,1
C16:0 10,5 5,9 4,0a5,5 2,6a5,0
Clé:1 0,2 0,1 <0,05 <0,1
C18:0 3,4 3,1 2,1a5,0 29a6,2
cis:1t 45,7 76,3 43,1a71,8 75,0290,7
C18:1 cis-9 42,7 72,7 - -
C18:2 cis-9 cis-12 33,6 10,4 18,7 a 45,3 2,1a17,0
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 2,6 0,4 <0,5 <0,3
C20:0 0,3 0,3 0,2a04 0,2a0,5
C20:1 0,3 0,3 0,2a0,3 0,1a05
C22:0 0,5 0,7 06a1ll 05a16
C22:1 ng ng ng <0,3
C24:0 0,2 0,3 0,3a04 <0,5
C24:1 ng ng ng ng
3Saturados 15,6 11,6 7,2al3/4 6,2a13,9
YMonoinsaturados 46,2 76,7 43,3a72,2 75,1a91,6
YPoli-insaturados 36,2 10,8 18,7 a45,8 2,1al17,3

1 Somatorio de todos os isdmeros C18:1;
- : ndo citado;
nQ: detectado, mas nédo quantificado.

A comparacdo entre a composi¢do dos OG utilizados no experimento e os intervalos estabelecidos pela
IN49 (MAPA, 2006) permite verificar que o somatério dos AG saturados do OGMO apresentou-se cerca de
14% acima do limite superior estabelecido. Esse comportamento foi reflexo do elevado teor de &cido
palmitico (10,5 g/100 g de AG totais; 45% acima do limite de 5,5 g/100 g de AG totais estabelecido pela
IN49) e pode ser explicado pelas adaptacOes feitas durante o desenvolvimento dos hibridos que tiveram
como objetivo melhorar a adaptacéo das plantas aos paises de clima tropical (Dow Agroscience, 2012).

Outras variacfes que chamaram a atengdo na composicdo do OGMO foram os baixos teores dos AG
octadecenoicos monoinsaturados (C18:1; 45,7 g/100 g de AG totais; apenas 5% acima do valor minimo
estabelecido pela IN49) e os altos teores do acido o-linolénico (2,6 g/100 g de AG totais; 420% acima do
valor minimo estabelecido pela IN49). Em termos préaticos, esta alteracdo é bem vinda, tanto se
considerarmos sua utilizagdo pelo consumidor comum, como para o fornecimento para ruminantes, por ser
um AG -3 passivel de ser convertido ao &cido vacénico e a CLA na glandula mamaria.

Ressalte-se que para 0 OGAO, o somatorio dos AG monoinsaturados apresentou concentragdo (76,7 g/100 g
de AG totais) apenas 2% superior ao minimo estabelecido pela IN49 (75,1 g/100 g de AG totais). Pode-se
inferir que esse comportamento se deve a baixa concentracdo de acido oleico, apesar da legislagdo nédo
especificar o intervalo para o seu teor.

Na comparacdo entre 0 OGMO e OGAO deve-se destacar as grandes variacBes (em torno de 70%)

observadas nos teores dos &cidos oleico e linoleico, (Figura 1). Tomando-se por base a composi¢do do OG
comum (alto teor de linoleico) utilizado no experimento do Capitulo | (Tabela 1), os OGMO e OGAO
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apresentaram teores de acido oleico 120% e 280% superiores, respectivamente; e os de linoleico
apresentaram-se 49% e 85% mais baixos.
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Figura 1. Teores médios dos principais acidos graxos presentes nos 6leos de girassol utilizados.

Com relagdo aos somatorios dos AG, os monoinsaturados apresentaram variacao de 66% (46,2 e 76,7 g/100
g de AG totais), e os poli-insaturados, de 70% (36,2 e 10,8 g/100 g de AG totais) entre 0 OGMO e OGAO,
respectivamente (Figura 2). Percebe-se que tanto os teores de acido oleico quanto de linoleico do OGMO
apresentam valores quase que perfeitamente intermediérios aos do OGAO e OG comum.
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Figura 2. Somatério dos teores médios dos acidos graxos saturados, mono e poli-insaturados presentes nos
6leos de girassol utilizados.

Por apresentar baixos teores de AG poli e altos teores de monoinsaturados (Tabela 5), 0 OGAO torna-se
mais estavel e resistente a oxidacdo que os demais Gleos vegetais comestiveis, permitindo, assim, possuir
prazos de validade mais longos e exigir menos zelo com o armazenamento (Hazebroek, 2000).

Smith et al. (2007) publicaram estudo que comparou a estabilidade oxidativa do OGAO (87,4 e 5,45% de
C18:1 e C18:2, respectivamente) com outros 6leos vegetais, entre eles 0 OG comum (17,2 e 71,6% de
C18:1 e C18:2, respectivamente), durante periodo de armazenamento de cinco dias e sob temperatura de
55°C. Os autores observaram que o OGAO apresentou estabilidade oxidativa — testada por meio do
consumo de oxigénio (headspace oxygen determination) e pelo indice de perdxido — significativamente
superior (P<0,05) ao do OG comum, sendo que a estabilidade se mostrou direta e inversamente relacionada
ao contetido de acidos oleico e linoleico, respectivamente.

No presente experimento, amostras dos dois tipos de OG foram coletadas a cada sete dias do periodo
experimental (dias 1, 7, 14 e 21) com o objetivo de se verificar eventuais alteracbes composicionais no
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perfil de AG causadas por oxidacéo lipidica, especialmente sobre os acidos oleico e linoleico que sdo o foco
principal desse experimento. Essa avaliacdo consistiu em se observar de modo indireto a velocidade de
desaparecimento dos AG insaturados resultado da conversdo a novos compostos (ésteres, aldeidos, cetonas,
alcodis, lactonas e hidrocarbonos), permitindo-se, assim, verificar o grau de oxidacdo (peroxidacao) lipidica
porque passou 0 material em consequéncia de possiveis falhas durante o periodo de armazenamento
(Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Evolugdo temporal do teor (g/100 g de AG totais) de &cido oleico nos 6leos de girassol com alto
(—A-) e médio (-m-) teores de acido oleico.
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Figura 4. Evolugdo temporal do teor (g/100 g de AG totais) de acido linoleico nos 6leos de girassol com
alto (-A-) e médio (-m-) teores de &cido oleico.

O teor de &cido oleico presente nos dois OG apresentou pequena variacdo apos 21 dias de armazenamento
(Figura 3). No OGMO, os teores foram reduzidos em, aproximadamente, 5%, passando de 43,4 para 41,3
0/100 g de AG totais, e no OGAO, os teores se elevaram de 71,2 para 73,6 /100 g de AG totais. As
variagBes no teor de &cido linoleico — mais propenso a oxidagdo — foram ainda menores, passando de 33,7
para 32,8 g/100 g de AG totais no OGMO, e no OGAO os teores permaneceram praticamente estaveis
(Figura 4).

Apesar de ndo ter sido possivel fazer o estudo estatistico desses dados, pode-se inferir que, devido as baixas
variacdes de concentracdo observadas para os &cidos oleico e linoleico, nenhum dos OG sofreu oxidacdo
lipidica significativa durante os 21 dias do periodo experimental.

5.3. Concentrado

Na Tabela 4 dos Anexos sdo apresentados os teores dos principais AG presentes nos ingredientes (farelo de
soja, fub& de milho e polpa citrica) e nos dois suplementos concentrados utilizados no experimento.
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Amostras dos concentrados contendo os dois tipos de 6leo foram coletadas logo apds o seu preparo, ou seja,
nos dias 0 (dia anterior ao inicio do experimento), 6 e 13 do periodo experimental. Os teores apresentados
no “Dia 1” dizem respeito a média dos perfis de AG obtidos a partir dessas trés batidas.

Os teores de AG dos ingredientes (fuba de milho, polpa citrica e farelo de soja) foram obtidos a partir de
pool de amostras coletadas em cada um dos trés dias de preparo dos concentrados.

Devido aos altos teores de OG (10,0%) adicionados aos concentrados e aos baixos teores de EE presentes
nos demais ingredientes (1,9; 55 e 3,1% de EE no farelo de soja, milho moido e polpa citrica,
respectivamente), era de se esperar que o perfil de AG dos concentrados mantivesse as mesmas proporcées
de AG observadas nos OG (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Teores médios dos principais acidos graxos presentes nos suplementos concentrados formulados
com éleo de girassol alto (AO) e médio (MO) oleico.
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Figura 6. Somatério dos teores médios dos acidos graxos saturados, mono e poli-insaturados nos
suplementos concentrados formulados com 6leo de girassol alto (AO) e médio (MO) oleico.

Segundo Ribeiro (2009a), é possivel que se observe algum grau de saturagdo ou de B-oxidacdo (quebra da
cadeia carbonica e formacdo de grupos acetil) dos AG durante o periodo de armazenamento dos
concentrados enriquecidos com 6leo devido a sua exposicao ao ar (O,), aos microrganismos, e as variagoes
de temperatura. Tais transformagBes quimicas poderiam influenciar negativamente a composigdo, a
palatabilidade e a aceitabilidade do alimento pelos animais comprometendo, assim, a ingestdo de matéria
seca e causar alteracBes no perfil de AG secretados no leite. Destaque-se ainda que quanto maior a
estabilidade oxidativa do 6leo e, consequentemente, a vida Util do concentrado formulado com ele, maior é
o intervalo entre os preparos na fabrica de ragdo.

A analise das Figuras 7, 8 e 9 permite verificar que os AG saturados, oleico e linoleico presentes em ambos
os OG apresentaram comportamento relativamente estavel durante os 35 dias de avaliagdo. Apesar de ndo
ter sido possivel fazer o estudo estatistico desses dados, pode-se inferir que os dois suplementos
concentrados nao sofreram oxidacao lipidica significativa durante o periodo de avaliagao.
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Figura 8. Evolugdo temporal dos teores (g/100 g de AG totais) de &cido oleico nos suplementos
concentrados formulados com 6leo de girassol alto (AO) (—A-) e médio (MO) oleico (-m-)
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Figura 9. Evolucdo temporal dos teores (g/100 g de AG totais) de acido linoleico nos suplementos
concentrados formulados com 6leo de girassol com alto (AO) (- A) e médio (MO) (— m-) teores de &cido
oleico

6. Perfil de acidos graxos do plasma sanguineo

Segundo Abughazaleh et al. (2003), ha diferengas na incorporacgdo dos diferentes AG entre as moléculas
lipidicas do plasma. A maior parte dos AG poli-insaturados se apresenta na forma de fosfolipides e ésteres
de colesterol, enquanto que os saturados, os isdmeros de CLA (a excessdao do CLA trans-10 cis-12) e
monoinsaturados (tanto trans como cis) se apresentam na forma de AG livres e triglicerideos. Confirmando
essa observacdo, LaCount et al. (1994) observaram aumento linear (P<0,05) tanto no teor de triglicerideos
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totais como no de acido oleico intra-triglicerideo a medida que se elevou o aporte de OGAO (86% de
oleico) no duodeno de vacas em lactagdo. Loor et al. (2002c) observaram que nédo sé o teor de triglicerideos,
mas também a concentracdo plasmatica total de &cido oleico é proporcional ao seu consumo. Estes autores
sugeriram que a taxa de BH ruminal desse AG seja baixa, permitindo, assim, que quantidades significativas
desse AG cheguem intactas para absorcao intestinal.

As rotas de BH do &cido oleico podem gerar uma vasta gama de intermediarios trans ou formar o &cido
estéarico (Shingfield et al., 2010), sendo esta a principal rota (Shingfield et al., 2010). Véarios autores
(Selner e Schultz, 1980; Echelmeier et al., 1998; Morales et al., 2000; Loor et al., 2002c) observaram que,
além do préprio acido oleico, as concentrages plasmaticas do acido estearico também se elevam quando
ocorre a suplementacdo dietética de ruminantes com 6leos vegetais ricos em acido oleico.

O perfil de AG do plasma pode ser utilizado como indicador indireto da BH ruminal (Kay et al., 2005).
Dessa forma, ao analisar os teores plasmaticos de AGCIR, percebe-se que somente 0 modo de fornecimento
do concentrado influenciou (P = 0,0023) o desenvolvimento da populagdo microbiana, de forma que 0 TMR
e o0 Fracionado geraram concentracdes plasmaticas de AGCIR de 3,257 e 2,987 ¢/100 g de AG totais,
respectivamente (Tabela 6 e Figura 10). O fornecimento da dieta na forma de mistura completa assegura o
consumo balanceado de nutrientes e permite maior estabilidade do ambiente ruminal, j& que o consumo de
concentrados é sempre acompanhado da ingestdo de alimentos volumosos (Coppock et al., 1981; Assis,
1997). Esse comportamento ajuda a explicar os maiores (P<0,0001) consumos de MS e FDNcp desses
tratamentos (Tabela 1). Entretanto, esse aparente aumento da atividade da populagdo microbiana parece ndo
ter sido suficiente para influenciar (P>0,05) a producéo de leite ou o teor de proteina do leite (Tabela 4).
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Figura 10. Teores do somatdrio dos &cidos graxos de cadeia carbdnica impar ou ramificada no plasma de
vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com éleos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO)
teores de acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado)
em dietas a base de capim-elefante picado.

Apesar do maior consumo de AGPI nas dietas com OGMO (Tabela 1) que, segundo Jenkins (1993),
possuem acdo inibitdria sobre parte da microbiota ruminal, ndo se observou (P = 0,5834) influéncia do tipo
de OG sobre a concentragdo de AGCIR do plasma (Tabela 6). Esse comportamento sugere que as
quantidades de &cido linoleico e demais AGPI consumidos ndo tenham sido suficientes para causarem efeito
deletério sobre a microbiota ruminal.

As concentracdes plasmaticas dos AG de cadeia curta (C4:0 a C10:0) foram muito baixas (Tabela 6). Esse
comportamento corrobora com os resultados observados em experimentos semelhantes (Loor et al., 2002b,
2002c; Abughazaleh et al., 2003; Petit, 2003; Ward et al., 2003; Kay et al., 2005; Loor et al., 2005;
Contreras et al., 2010).

Nenhum dos AG saturados de cadeia média (C12:0 a C16:0) sofreu influéncia (P>0,05) dos tratamentos.
Entretanto, o consumo de &cido palmitico havia sofrido influéncia tanto do modo (P = 0,0001) como do tipo
de 6leo fornecido (P<0,0001), sendo de 57,4 e 71,9 g/dia para os tratamentos com OGAO e OGMO,
respectivamente (Tabela 1). Esse comportamento se explica porque, apesar do aumento da ingestdo em
valores absolutos, proporcionalmente, a participacdo do acido palmitico na dieta se manteve praticamente
estavel (Tabela 6). Além disso, a sintese desse AG no rimen é considerada baixa, fazendo com que o
processo de BH e a atividade microbiana no rimen ndo sejam fatores determinantes na sua concentracao
plasmatica (Bauman et al., 2003; Lock e Bauman, 2011).
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Tabela 6. Teores dos principais acidos graxos - AG (g/100 g de AG totais) no plasma de vacas primiparas
Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AQ) e médio (MO) teores de acido oleico
e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de

capim-elefante picado

TMR Fracionado Efeitos
Variéavel EPM! -

AO MO AO MO Modo Oleo Mx O
C14:0 0674 0645 0667 0610 00324 05264 01938 06741
C15:0 isso 0313 0311 0271 0314 00279 03130 03011  0,2466
C15:0 anteiso 0516 0511 0396 0459 00279 00045 03050  0.2307
C15:0 0483 0461 0442 0451 00119 00369 05713 02226
C16:0 11,158 11,455 11658 11,252 03022 06273 08583  0,2530
C17:0 iso 0281 0260 0251 0242 00153 01297 03247  0.7067
C17:0 anteiso 039 0360 035 0321 00341 02967 03398 09506
C17:0 0526 0521 0498 0485 00111 00067 04122 07325
C18:0 25444 25248 26372 22,807 10646 04823 00869  0,1235
C18:1 trans-10 0269 0321 0204 0328 00269 0288 00026 0,928
C18:1 trans-11 1,066 1,858 1274 2750 00898  <0,0001  <0,0001  0,0006
C18:1 cis-9 + trans-15 16,009 11,888 15721 11,938 06207 08490  <0,0001  0,7870
C18:2 trans-9 trans-12 0041 0031 0037 0022 00054 02295 00268  0,7200
C18:2 cis-9 trans-12 0103 0141 0061 0138 00136 01068 00002  0,1679
g;ﬁ;ﬂ%ﬂ:ﬁ;is{z ¥ 0116 0190 0079 0194 00125 01988  <0,0001  0,1061
C18:2 cis-9 cis-12 18,090 20,933 18206 23,649 06271 00310  <0,0001  0,0463
C18:3 cis-6 cis-9 cis-12 0379 0414 0346 0429 00366 08060 01179 05048
C18:3cis-9cis-12cis-15 1,539 1504 1415 1539 00686 01335 01335  0,3128
€202 w-6 0065 0058 0059 0062 00052 09050 07565  0,3431
C20:3 ©-6 0798 0903 0708 0781 00571 00721 01281  0,7819
C20:4 ©-6 1,318 1,334 1367 1,242 00648 07401 04104  0,2861
C20:5 ©-3 0451 0448 0377 0436 00353 02325 04424  0,3908
C21:0 0104 0121 0097 0116 00054 02805 00026  0,8635
C22:0 0385 0340 0297 0297 00319 00485 04820  0,4820
C23:0 0106 0108 0140 0086 00148 06992 00874  0,0622
C24:0 0087 0100 0077 0124 00173 06904 00964 03373
CLAgsS tansdl+ 0142 0169 0147 0185 00087 02181 00008  0,5183
CLA trans-9 cis-11 0013 0015 0015 0012 00034 08823 09705 04610
CLA trans-10 cis-12 0030 0029 0038 0019 00047 08957 00356 00735
T CLA? 0185 0212 0200 0216 00126 04460 01004  0,6592
% Inibidores 0043 0044 0053 0031 00065 08415 01144 0,918

continua
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3 TMR Fracionado Efeitos
Acido graxo EPM! -
AO MO AO MO Modo Oleo Mx O

¥ Saturados Pares

Curta 0,573 0,636 0,945 0,533 0,1184 0,2645 0,1496 0,0534
Média 11,902 12162 12,395 11,923 0,3186 0,6929 0,7414 0,2589
Longa 26,088 25,863 26,929 23,387  1,0468 0,4390 0,0819 0,1237
Total 38,563 38,660 40,262 35842 1,3113 0,6727 0,1091 0,0946
2 AGCIR 3,316 3,199 2,973 3,000 0,0817 0,0023 0,5834 0,3821

X Monoinsaturados Pares

cis 20,215 16,029 20,270 15,761  0,6284 0,8670 <0,0001  0,7986
trans 3,327 4,253 3,133 4,947 0,1736 0,1597 <0,0001  0,0155
Total 23542 20,282 23,403 20,708  0,7062 0,8397 0,0002 0,6918

¥ Poli-insaturados
-3 cis cis 2,015 1,976 2,130 1,996 0,0913 0,4658 0,3490 0,6101

®-6 cis cis 20,650 23,642 20,684 26,163 0,6784 0,0687 <0,0001  0,0762

Erro padréo da média; “As férmulas utilizadas no célculo das relagdes estdo detalhadamente apresentadas
no Tépico 6 do Material e Métodos.

Dentre os AG de cadeia carbonica longa (>C18), todos os AG C18:1 ¢ C18:2 sofreram influéncia (P<0,05)
do tipo de OG fornecido, sendo que no caso do &cido vacénico e do linoleico, houve interagdo entre os
fatores estudados (Tabelas 6a e 6b, respectivamente). Os tratamentos com OGMO apresentaram
concentracdes de vacénico sempre superiores aos dos tratamentos com OGAO (Tabela 6a; Figura 11). Esse
comportamento ja era esperado visto que as dietas contendo OGMO possuiam mais &cido linoleico (Tabela
1), cujo principal intermediario da BH é o acido vacénico (Shingfield et al., 2010). O modo de fornecimento
fracionado do concentrado contendo OGMO promoveu incremento (P<0,05) na concentragdo plasmatica de
&cido vacénico (Tabela 6a). Caracteristica esta interessante quando se objetiva maximizar a secre¢do do
acido ruménico no leite (Kay et al., 2004).
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submetidas a dois modos de fornecimento do
concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a
base de capim-elefante picado.
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O comportamento da concentragdo plasmatica de acido linoleico foi semelhante a do &cido vacénico, ou
seja, os tratamentos contendo OGMO promoveram incrementos (P<0,05) nas concentracGes de &cido
linoleico em relagdo as dos tratamentos com OGAO (Figura 12). Tal comportamento era esperado visto que
as dietas contendo OGMO possuiam concentracdo de acido linoleico mais elevada que as com OGAQ. O
modo de fornecimento fracionado de concentrado apresentou concentracdo de acido linoleico superior
(P<0,05) quando se forneceu OGMO, sugerindo que o modo Fracionado tenha reduzido a atividade
enzimatica da microbiota, resultado de possivel reducdo populacional. Entretanto, 0 comportamento dos
dados de concentracdo plasmatica de AGCIL, ndo confirma essa teoria.

25 23.649
20,933
® 20 18,09
Tabela 6b. Desdobramento das médias dos teores § 15
(9/100 g de AG totais) do acido graxo C18:2 cis-9 <
cis-12 no plasma sanguineo 3> 10
Modo 5
TMR Fracionado 0
AO 18 ogoBa 18 206Ba C18:2¢is-9 cis-12
OIeo MO 20 933Ab 23 649Aa OTMRAO OTMRMO BFracAO BFracMO

Letras iguais, mailsculas nas colunas e Figura 12. Teores de acido linoleico no plasma de

minGsculas nas linhas, indicam semelhanca vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com

(P>0,05) entre tratamentos; Erro-padrio da média Oleos de girassol contendo alto (AO) e medio

=0,6271. (MO) teores de &cido oleico e submetidas a dois
modos de fornecimento do concentrado (TMR
versus fracionado) em dietas a base de capim-
elefante picado

Como esperado, as concentragdes plasméticas do acido oleico se elevaram passando de 11,91 para 15,86
0/100 g de AG totais entre os tratamentos contendo OGMO e OGAO, respectivamente (Figura 13; Tabela
6). Assim como no presente experimento, Loor et al. (2002d), fornecendo 6leo de canola rico em acido
oleico para vacas em lactagdo, observaram que o consumo de acido oleico apresentou comportamento
semelhante (P<0,001) & concentracdo plasmética desse AG. Abughazaleh et al. (2003) também forneceram
dietas contendo diferentes teores de acido oleico e linoleico para vacas em lactagdo e observaram que as
concentragdes plasmaticas desse AG foram proporcionais ao seu consumo (P<0,10).

25

20

16,009 15,721

15

10

9/ 1009 de AG totais

C18:1cis-9
OTMRAO OTMRMO BFracAO BFracMO

Figura 13. Teores de acido oleico no plasma sanguineo de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas
com oleos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de acido oleico e submetidas a dois modos
de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado.

As concentracdes dos AG C18:2 trans-9 cis-12 e C18:2 trans-11 cis-15 — que co-eluem, ou seja, produzem
picos cromatograficos em tempos de retengdo muito proximos — apresentaram claro comportamento de
elevacdo (P<0,0001) quando houve fornecimento de OGMO (Tabela 6). Segundo Wasowska et al. (2006), o
C18:2 trans-11 cis-15 é importante intermediario da BH ruminal do acido a-linolénico, assim, sua presenca
é esperada tanto no plasma como na gordura do leite dos animais submetidos a dietas que contenham
concentragdes significativas de a-linolénico. Segundo os dados apresentados na Tabela 5, o teor de &cido a-
linolénico do OGMO ¢, aproximadamente, 550% mais elevado que no OGAO, explicando, assim, a
diferenca de concentracdo.
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Dentre os isdomeros de CLA, o acido ruménico e o CLA trans-10 cis-12 sofreram influéncia (P<0,05) do
tipo de OG fornecido (Tabela 6). As concentracdes do acido ruménico foram mais elevadas (P<0,05; Tabela
6) quando houve fornecimento do OGMO em relacdo ao OGAO (0,177 versus 0,145 g/100 g de AG totais,
respectivamente), comportamento esperado ja que o consumo de acido linoleico, seu principal precursor
(Shingfield et al., 2010) foi mais alto (P<0,0001) nas dietas contendo este OG (Tabela 1). Ndo houve efeito
(P>0,05) do modo de fornecimento do concentrado sobre a concentracdo plasmatica de CLA trans-10 cis-12
(Tabela 6). Além disso, o CLA trans-10 cis-12 apresentou concentracdes plasmaticas mais elevadas (P =
0,0356) quando se forneceu OGAO, apesar de seu principal precursor (acido linoleico) ter sido mais
consumido (Tabela 1) nos tratamentos com inclusdo de OGMO. Esse comportamento do CLA trans-10 cis-
12 pode ser parcialmente justificado devido as suas baixas concentragfes plasmaticas, permitindo que,
eventualmente, pequenas variagdes inerentes a metodologia de analise gerem reflexos nos resultados finais.

Dentre os parametros calculados a partir da soma dos diversos grupos de AG, apenas 0s somatorios das
concentracdes dos AG poli-insaturados m-6 (P<0,0001) e dos monoinsaturados cis e totais sofreram efeito
(P<0,05) do tipo de OG (Tabela 6). O fornecimento dos OG com diferentes teores de acido oleico na dieta
refletiu nas concentracBes plasmaticas desse AG e, consequentemente, nas dos AG monoinsaturados cis e
total. Da mesma maneira, os diferentes teores de AG -6 nas dietas — devido, principalmente, a variacéo do
acido linoleico entre os OG (Tabela 5) — refletiram diretamente sobre seus teores plasmaticos.

O somatdrio dos AG monoinsaturados trans, por sua vez, apresentou interagdo (P<0,05) entre 0 modo de
fornecimento e o tipo de OG (Tabela 6). Os tratamentos com inclusdo de OGMO apresentaram
concentracdes de AG monoinsaturados trans sempre superiores (P<0,05) as observadas no plasma das vacas
que receberam os tratamentos com OGAO (Tabela 6¢). Este comportamento era esperado, visto que as
dietas contendo OGMO possuiam mais acido linoleico (Tabela 5), cuja taxa de BH ruminal é cerca de 70%
superior a do acido oleico (Beam et al., 2000), além de produzir uma vasta gama de AG trans como
intermediarios de BH (Shingfield et al., 2010). O modo de fornecimento fracionado do concentrado
formulado com OGMO promoveu incremento (P<0,05) na concentracdo plasmatica de AG
monoinsaturados trans quando comparado com o OGAO (Tabela 6¢). Tal comportamento pode ser
parcialmente atribuido aos elevados teores de acido vacénico no plasma das vacas que receberam as dietas
suplementadas com concentrados formulados com 0 OGMO.

Tabela 6¢. Desdobramento das médias dos teores (g/100 g de AG totais) do somatério dos acidos graxos
monoinsaturados trans de cadeia carb6nica par no plasma sanguineo

Modo
TMR Fracionado
) AO 3,327% 3,133%
Oleo 4,253 4,947

Letras iguais, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, indicam semelhanga (P>0,05) entre
tratamentos; Erro-padrdo da média = 0,1736.

Jacobs et al. (2011), a fim de estudar os efeitos dos acidos oleico, linoleico e a-linolénico sobre a expressao
génica da enzima A%-desaturase na glandula maméria de vacas em lactacéo, forneceram trés dietas contendo
7,5% (base de MS) de 6leo de colza, soja e linhaga, respectivamente. Os autores observaram que as
suplementacfes com 4&cido oleico, linoleico e a-linolénico promoveram incrementos nas concentracdes
plasmaticas de cada um dos respectivos AG.

Dentre os AG com 20 ou mais C na cadeia, saturados ou insaturados, somente as concentracdes plasmaticas
de C21:0 e C22:0 sofreram influéncia (P<0,05) dos tratamentos (Tabela 6). O primeiro apresentou
concentracBes mais elevadas (P = 0,0026) quando se utilizou OGMO, enquanto que para o C22:0 o
fornecimento da dieta no modo TMR promoveu incremento (P = 0,0485) nas suas concentracdes
plasmaticas (Tabela 6). Isto pode ser parcialmente justificado, haja vista que a principal fonte desses AG na
dieta (capim-elefante) foi fornecida em proporcdes fixas durante todo o experimento, além do fato de que
esses AG ndo sdo substratos importantes para a acdo das enzimas microbianas (Bauman et al., 2003; Lock e
Bauman, 2011).
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7. Perfil de &cidos graxos do leite

7.1. Acidos graxos de cadeia impar e ramificada

Né&o foi observada (P>0,05) interacdo dos efeitos de modo de fornecimento do concentrado e de tipo de OG
sobre as concentracdes de AGCIR no leite (Tabela 7). De modo geral, os modos de fornecimento do
concentrado apresentaram influéncia maior sobre as concentracdes dos AGCIR no leite se comparado aos
tipos de OG adicionados a dieta (Tabela 7; Figura 14). Em relacdo ao modo fracionado de fornecimento do
concentrado, as dietas consumidas sob a forma de TMR promoveram incrementos (P<0,05) nas
concentragdes lacteas (Tabela 7) dos AG C15:0 anteiso em 13% (de 0,370 para 0,419 g/100 g de AG totais);
do C15:0 em 15% (de 0,792 para 0,912 g/100 g de AG totais); do C16:0 iso em 10% (de 0,166 para 0,183
0/100 g de AG totais); do C17:0 iso em 13% (de 0,379 para 0,429 g/100 g de AG totais); e do C17:0 anteiso
em 15% (de 0,380 para 0,434 ¢g/100 g de AG totais). Esses incrementos refletiram diretamente nos
somatorios dos teores dos AG iso, anteiso e dos AGCIR totais, que no leite das vacas que consumiram as
dietas sob a forma de TMR apresentaram aumentos (P<0,001) de 14%, 6% e 10%, respectivamente (Tabela
7) em relacdo ao daquelas que receberam o concentrado fracionado.

Tabela 7. Teores (g/100 g de AG totais) e secrecédo diaria (g/dia) dos &cidos graxos (AG) de cadeia impar e
ramificada na gordura do leite de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol
contendo alto (AO) e médio (MO) teores de &cido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do
concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado

Acido graxo TMR Fracionado Efeitos
(9/100 g de AG EPM! - -
totais) AO MO AO MO Modo Oleo Modo x Oleo
9/100 g de AG totais
C5:0 0,011 0,009 0,010 0,011 0,0008 1,0000 0,8852 0,0675
C7:.0 0,002 0,002 0,001 0,002 0,0008 0,8211 0,8211 0,3306
C9:0 0,014 0,012 0,014 0,012 0,0008 0,7573 0,0124 0,8772
C11:0 + C10 cis-9 0,114 0,116 0,135 0,132 0,0082 0,0268 0,9574 0,7441
C13:0 0,035 0,036 0,037 0,035 0,0027 0,8532 0,8912 0,5244
C14:0iso 0,086 0,083 0,084 0,082 0,0028 0,5754 0,3002 0,9115
C15:0 iso 0,226 0,208 0,221 0,196 0,0082 0,3049 0,0133 0,6270
C15:0 anteiso 0,426 0,413 0,368 0,372 0,0107  <0,0001 0,6726 0,4227
C15:0 0,911 0,912 0,798 0,786 0,0162  <0,0001 0,7481 0,6743
C16:0 iso 0,185 0,180 0,171 0,160 0,0058 0,0062 0,1891 0,6025
C17:0iso 0,442 0,415 0,417 0,341 0,0110 <0,0001 <0,0001 0,0343
C17:0 anteiso 0,446 0,422 0,398 0,363 0,0118 <0,0001 0,0166 0,6508
C17:0 0,285 0,262 0,260 0,260 0,0124 0,2922 0,3443 0,3494
C17:1 cis-9 0,139 0,141 0,130 0,132 0,0062 0,1427 0,7566 0,9282
C21:0 0,043 0,050 0,046 0,055 0,0016 0,0205 <0,0001 0,6506
C23:0 0,021 0,024 0,028 0,022 0,0015 0,1000 0,3585 0,0057
¥ Anteiso 0,871 0,834 0,766 0,735 0,0192 <0,0001 0,0831 0,8589
X Iso 0,939 0,886 0,894 0,779 0,0211 0,0010 0,0004 0,1488
% Impares 1574 1563 1458 1446 00253 <0,0001  0,6476 0,9785
Lineares
¥ AGCIR 3,384 3,282 3,117 2,959 0,0506 <0,0001 0,0151 0,5805
g/dia

¥ AGCIR? 13,322 12,614 14,366 12,899 0,8975 0,4721 0,2427 0,6807

'Erro padréo da média; Acidos graxos de cadeia impar e ramificada.
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Assim como para o consumo de MS (Tabela 1), o0 modo de fornecimento de concentrado TMR também
promoveu teores mais elevados (P<0,05) de AGCIR do leite (Tabela 7; Figura 14), sugerindo que esse
modo de fornecimento proporcionou ambiente ruminal mais favoravel para o crescimento da microbiota. Ja
a secrecdo diaria desses AG, ndo apresentou variacdo (P = 0,4721) entre os dois modos de fornecimento de
concentrado. Esse comportamento ocorreu porque, apesar dos menores (P<0,0001) teores de AGCIR no
modo fracionado, a secre¢do diaria de gordura foi maior (P = 0,0549) que a da TMR, fazendo com que a
secrecdo diaria dos AGCIR fossem semelhantes entre os dois modos.
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Figura 14. Teores de acidos graxos de cadeia carbdnica impar ou ramifica na gordura do leite de vacas
primiparas Holandés x Gir alimentadas com 0leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de
acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em
dietas a base de capim-elefante picado

A variacdo ndo numérica — mas de espécies — da popula¢do microbiana ajuda a explicar porque houve
variagdo nos parametros de consumo (Tabela 1), tendéncia de variagdo em alguns pardmetros de
digestibilidade aparente (Tabela 2), mas ndo houve nos teores ou na secrecdo diaria de proteina no leite
(Tabela 4).

O C21:0 apresentou comportamento inverso ao dos demais AG, ou seja, suas concentracdes no leite foram
mais elevadas nos tratamentos cujo concentrado foi fornecido de forma fracionada (Tabela 7). Isto pode ser
parcialmente explicado considerando dois motivos: sua concentracdo l4ctea ser de origem majoritariamente
vegetal, ou seja, ndo € de origem microbiana; e pelas suas baixas concentracBes, que ndo permitem
avaliacao precisa dos seus teores. Este motivo também ajuda a explicar a variagdo (P = 0,0124) observada
nos teores de C9:0 (Tabela 7).

Apesar do perfil de AG no plasma poder ser considerado reflexo dos AG oriundos da BH ruminal e/ou
daqueles advindos da dieta (Contreras et al., 2010), o mesmo raciocinio pode ndo se aplicar quando
consideramos o perfil de AG no plasma em relagéo aquele que € secretado no leite. Segundo Smith (1994),
tanto os AG de cadeia linear com nimero impar de C (principalmente, C15:0 e C17:0) quanto 0s seus
isbmeros anteiso podem ser sintetizados de novo na glandula mamaéria, a partir da incorporacdo do
propionil-CoA ou do metilmalonil-CoA no lugar das moléculas de Acetil-CoA ou de malonil-CoA,
respectivamente, durante a lipogénese mamaria (Murray et al., 2003).

Outro fator que impede a comparacéo do perfil de AGCIR no plasma com o do leite € o fato de que parte do
C17:0 que aporta na glandula maméria ¢ utilizado pela enzima A°-desaturase para a sintese de C17:1 cis-9
(Fievez et al., 2003; Kay et al., 2009). Segundo Fievez et al. (2003), o indice de desaturase — responsavel
por quantificar a afinidade da A°-desaturase pelos seus substratos — do par C17:0/C17:1 cis-9 é equivalente
ao do acido vacénico/ruménico, reconhecidamente um dos mais altos.

O efeito inibitdrio dos AGPI da dieta sobre as bactérias ruminais ja é bem conhecido, sendo fungdo do
namero de insaturacdes das cadeias carbonicas destes AGPI (Dehority, 2003; Jenkins, 1993; VIaeminck et
al., 2006b). Por esse motivo, houve efeito do tipo de OG (P<0,05) para varios AG de cadeia impar e/ou
ramificada do leite (Tabela 7). As concentracBes no leite dos AG C17:0 iso e C17:0 anteiso sofreram
reducdes de 14% e de 8%, respectivamente, quando comparados os tratamentos com inclusdo de OGAO e
OGMO (Tabela 7).
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Baseado nos potenciais beneficios da elevacdo dos teores dos AG insaturados, em especial do CLA cis-9
trans-11, na salde humana, tornou-se necessario o desenvolvimento de estratégias que permitissem a
elevacdo das concentracfes desses AG na gordura lactea. Ja se sabe que os niveis desses AG podem ser
maximizados quando do fornecimento de suplementacdes lipidicas, em especial, com 6leo de peixe ou 6leos
vegetais ricos em AG poli-insaturados. Entretanto, o seu fornecimento apresenta respostas bastante
variaveis. Segundo Shingfield et al. (2008), parte dessa variacdo se deve a necessidade tempo-dependente
de adaptacéo ruminal aos altos niveis de lipideos na dieta.

Objetivando compreender as variacfes tempo-dependentes das concentragdes dos AG no leite, foram
coletadas, durante o periodo experimental, amostras de leite a cada trés dias, sendo analisadas as dos dias O
(anterior ao inicio do experimento), 3, 6, 9, 15 e 21, e, adicionalmente, mais duas coletas pds-experimento
nos dias 24 e 28. Dessa forma, tornou-se possivel acompanhar as variacdes temporais dos diversos AG
lacteos em cada tratamento. O fornecimento dos OG causou reducdo gradativa nas concentragcdes de
AGCIR no leite, consequéncia do comprometimento da microbiota ruminal causada pela potencial acdo
deletéria dos AGPI (Dehority, 2003; Jenkins, 1993; Vlaeminck et al., 2006b). Aparentemente, os 21 dias
foram insuficientes para verificar o momento de estabilizacdo dos teores de AGCIR. Observa-se também
gue as vacas que consumiram as dietas sob a forma de TMR apresentaram, durante praticamente todo o
periodo experimental, leite com teores de AGCIR superiores aos daquelas que receberam concentrado no
modo fracionado. Ap6s o 21° dia, com a suspensdo da suplementacdo dos OG, percebeu-se rapida elevacéo
dos teores de AGCIR no leite, consequéncia do fim da acdo inibitéria dos AGPI sobre a populacdo
microbiana do rimen. No entanto, neste periodo de sete dias, ndo foi observado o retorno as concentracdes
originais (Dia 0) destes AG no leite (Figura 15).
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Figura 15. Evolucdo temporal das concentracdes (g/100 g de AG totais) dos &cidos graxos de cadeia
carbdnica impar e ramificada (AGCIR) na gordura do leite de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas
com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de acido oleico e submetidas a dois modos
de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado.

7.2. Acidos graxos saturados de cadeia curta e média

O modo de fornecimento fracionado dos concentrados na dieta elevou (P<0,05) os teores dos AG C6:0,
C8:0 e C10:0 no leite, bem como a secrecdo didria do somatério das concentragcdes destes trés AG (P =
0,0323) (Tabela 8). Esse comportamento sugere ter havido inibicdo da sintese de novo de AG na glandula
mamaria das vacas que receberam as dietas sob a forma de TMR. Entretanto, os teores dos inibidores da
lipogénese mamaria (CLA trans-9 cis-11 e CLA trans-10 cis-12) foram maiores (P<0,005) no leite das
vacas que receberam concentrado de modo fracionado (Tabela 9). Assim, pode-se hipotetizar que as
concentragdes dos AG inibidores da lipogénese mamaria ndo tenham sido suficientes para provocar
depressdo no teor de gordura do leite ou sintese de AG especificos.

Dentre os AG de cadeia carbdnica média do leite, somente o &cido palmitico (C16:0) sofreu influéncia do
modo de fornecimento dos concentrados, reduzindo (P = 0,0422) de 19,822 para 20,735 g/100 g de AG
totais entre os modos TMR e Fracionado, respectivamente. Apesar do acido palmitico ser o0 AG de cadeia
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média presente em maior concentracdo no leite, seu aumento ndo chegou a influenciar nem os teores (P =
0,1896) nem o consumo diario (P = 0,0984) do somatério dos AG de cadeia média (Tabela 8).

Tabela 8. Teores (g/100 g de AG totais) e secrecdo didria (g/dia) dos acidos graxos saturados na gordura do
leite de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com dleos de girassol contendo alto (AO) e médio
(MO) teores de acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus
fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado

3 TMR Fracionado Efeitos
Acido graxo EPM? - -
AO MO AO MO Modo Oleo Modo x Oleo

g/ 100 g de acidos graxos totais

C4:.0 2,575 2,372 2,569 2,750 0,2058 0,1481 0,9332 0,1369
C6:0 1,174 1,000 1,262 1,261 0,0516 0,0209 0,4727 0,4841
C8:0 0,570 0,522 0,614 0,605 0,0269 0,0254 0,3061 0,4798
C10:0 1,122 0,989 1,208 1,118 0,0544 0,0560 0,0475 0,6943
C12:0 1,439 1,241 1,497 1,301 0,0605 0,3350 0,0027 0,9853
C14:0 6,912 6,247 7,156 6,273 0,1935 0,4931 0,0004 0,5793
C16:0 19,664 21,805 18,760 20,885 0,4311 0,0422 <0,0001 0,9859
C18:0 16,275 14,251 14,800 13,043  0,6145 0,0365 0,0043 0,8296
C20:0 0,164 0,150 0,146 0,139 0,0061 0,0283 0,0908 0,5697
C22:0 0,061 0,041 0,055 0,042 0,0035 0,5111 <0,0001 0,3307
C24:0 0,010 0,008 0,009 0,010 0,0010 0,6044 0,6044 0,2477

¥ Saturados Pares

Curta 5,439 4,982 5,653 5734  0,2160 0,0323 0,3901 0,2210
Média 28,014 29,293 27,410 28459  0,5365 0,1896 0,0377 0,8317
Longa 16,509 14,450 15010 13,233  0,6216 0,0364 0,0042 0,8217
Total 49,963 48,724 48,073 47,426  0,5557 0,0073 0,0993 0,5984
g/dia
C14:0 28,318 23,948 32,505 27,361 1,9455 0,0642 0,0225 0,8463
C16:0 78,057 83,410 85,343 90,687 4,6784 0,1364 0,2699 0,9992
C18:0 65,937 54,988 69,008 56,872 6,1026 0,6727 0,0558 0,9193

¥ Saturados Pares

Curta 22,374 19,598 25,691 25,136 1,8696 0,0267 0,3881 0,5638
Média 112,28 112,16 124,66 123,75 6,9111 0,0984 0,9420 0,9559
Longa 66,889 55,752 69,987 57,700 5,7840 0,6711 0,0555 0,9229
Total 201,54 187,51 220,33 206,58 15,6357 0,1580 0,3985 0,8898

Erro padrdo da média; “As férmulas utilizadas no calculo das relacdes estdo detalhadamente apresentadas
no Topico 6 do Material e Métodos.

O tipo de OG consumido alterou o somatorio dos teores dos AG de cadeia média no leite (P = 0,0377),
fazendo com que as concentracbes médias dos dois modos de fornecimento passassem de 27,712 para
28,876 g/100 g de AG totais entre os tratamentos com OGAO e OGMO, respectivamente. No entanto, ndo
provocou efeito sobre (P>0,05) os teores totais dos AG de cadeia curta no leite nem nas secrecdes diarias de
ambos (Tabela 8).

As concentragcdes dos AG C12:0 e C14:0 no leite apresentam comportamento oposto ao do C16:0, ou seja,
foram incrementadas (P<0,05) com o fornecimento do OGAO (Tabela 8). A explicacdo para esse
comportamento estd no fato de que o consumo diario de acido palmitico foi mais elevado (P<0,0001;
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71,859 versus 57,394 g/dia; Tabela 1) quando se forneceu OGMO. Isso sugere que o consumo diario do
acido palmitico foi quem definiu o seu comportamento na gordura do leite e ndo a agéo dos inibidores da
lipogénese. Isso ocorre porque, segundo Baldwin e Polounsky (1977), cerca de 50% do acido palmitico
secretado no leite é advindo da dieta e ndo da sintese de novo na glandula mamaria. Esse comportamento
explica porque o leite das vacas que consumiram as dietas sob a forma de TMR apresentou teores de acido
palmitico mais elevados, apesar dos teores mais altos de inibidores.

He et al. (2012) forneceram duas dietas (isoproteicas e isofibrosas; V:C = 50:50) a base de silagem de alfafa
e silagem de milho na forma de TMR suplementadas com concentrados adicionados de 4,0% de 6leos
contendo: - alto teor de &cido oleico e baixo de linoleico (3,32 e 1,52% da MS, respectivamente); - médio
teor de &cido oleico e baixo de linoleico (2,14 e 1,52% da MS, respectivamente). Assim como no presente
experimento, os autores observaram reducdo (P<0,05) tanto dos teores (g/100 g de AG totais) como na
producéo diaria (g/dia) dos AG de cadeia curta e média inferior a 16 C entre os tratamentos com médio e
alto oleico, ou seja, a medida que se elevou o consumo de AGPI, especialmente, de C18:2. Essa observacao
reforca a teoria de que os AG C18:2 sdo mais eficientes em causar inibicdo da sintese de novo de AG que 0s
C18:1 (Moon et al., 2002; Sampath e Ntambi, 2005). Entretanto, como o consumo de C16:0 ndo apresentou
variacdo entre os tratamentos (0,64 g de C16:0/100 g de MS consumida), seus teores apresentaram 0 mesmo
comportamento dos demais AG de cadeia média, ou seja, reduziram com o aumento do consumo de AG
C18:2.

Os teores dos AG de cadeia curta no leite foram reduzidos, de forma rapida, em cerca de 30%, apds o inicio
do fornecimento da suplementagdo com os OG, sugerindo que houve atuacdo de AG inibidores da
lipogénese mamaéria. Ja a partir do terceiro dia de fornecimento das dietas, foi observada tendéncia a
estabilidade de sua concentragdo. Apds o 21° dia, com a suspensdo da suplementacdo, observou-se rapida
elevacdo dos teores de AG de cadeia curta com ndmero par de C no leite, apesar de, no periodo de sete dias,
as concentrages originais observadas no dia 0 ndo terem sido alcangadas (Figura 16).
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Figura 16. Evolugdo temporal das concentracdes (g/100 g de AG totais) dos acidos graxos de cadeia curta
com numero par de C (C4:0 a C10:0) no leite de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de
girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de acido oleico e submetidas a dois modos de
fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado.

Assim como nos AG de cadeia curta, a concentragdo de AG saturados de cadeia média no leite também
apresentaram comportamento de queda acentuada — também em cerca de 30% — até o terceiro dia de
fornecimento da suplementacdo com os OG, seguido de manutencdo dos teores até o fim do periodo
experimental, e rapido retorno apos o fim da suplementacdo aos teores originalmente observados no dia 0
(Figura 17). Entre o 15° e 21° dias observou-se que os tratamentos com suplementacdo com OGAO
apresentaram valores mais baixos se comparados com aqueles em que o OGMO foi utilizado.
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Acidos Graxos Pares de Cadeia Média (C12 a C16)
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Figura 17. Evolucéo temporal das concentracfes (9/100 g de AG totais) dos &cidos graxos de cadeia média
com namero par de C (C12:0 a C16:0) no leite de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com dleos
de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de &cido oleico e submetidas a dois modos de
fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado.

7.3. Acidos graxos saturados de cadeia longa

Segundo Baldwin e Polounsky (1977), todos os AG saturados com 18 ou mais C na cadeia que sdo
secretados no leite sdo originados exclusivamente da dieta. Dentre eles, o &cido estedrico é o que,
normalmente, apresenta os teores mais elevados no leite. No presente experimento, seus teores
apresentaram-se mais elevados (P<0,05) no leite das vacas alimentadas com dietas sob a forma de TMR, do
que no daquelas que receberam o concentrado no modo fracionado (Tabela 8) (P = 0,0365; 15,263 versus
13,922 g/100 g de AG totais, respectivamente). Mesmo comportamento foi observado para o somatério dos
teores dos AG de cadeia longa (P = 0,064; 15,474 versus 14,122 g/100 g de AG totais), ja que os demais
AG saturados (C20:0, C22:0 e C24:0) apresentam concentra¢cdes muito baixas ndo influindo, assim, no
cdmputo final. Sua secrecdo diaria, entretanto, ndo apresentou variagao (P>0,05) entre os tratamentos.

Os teores lacteos do 4cido estedrico estdo associados a trés fatores: i) ao seu consumo na dieta; ii) ao grau de
BH por que passam os AG poli-insaturados no rimen (Bauman et al., 2003; Loor et al., 2005; Lock e
Bauman, 2011) e ; iii) a atividade das enzimas desaturase nas células mamarias, em especial a AS-desaturase
(Ntambi e Miyazaki, 2004). Soyeurt et al. (2008) observaram que, em média, cerca de 40% do acido
estedrico absorvido do plasma pela glandula maméria é convertido em écido oleico via acdo da A°-
desaturase, fazendo com que mais de 50% deste AG secretado no leite bovino seja oriundo da acdo dessa
enzima. Assim, ndo é possivel definir com seguranca em que intensidade cada um dos fatores anteriormente
citados agiram sobre as concentragdes de acido estedrico do leite. Entretanto, segundo os dados
apresentados na Tabela 12, ndo houve variagdo na atividade da enzima A%-desaturase (indice de desaturase)
sobre o acido esteérico entre os dois fatotres estudados (modo e OG) e nenhum dado sugere que houve
variacdo do grau de BH ruminal entre os fatores. Isso sugere que a variagdo na concentracdo do éacido
estearico no leite ocorreu exclusivamente devido ao seu consumo (Tabela 1), que foi mais elevado nas vacas
que receberam as dietas no modo TMR em relac¢do as que consumiram o concentrado de forma fracionada
(P =0,0001; 18,305 versus 16,402 g/dia, respectivamente).

Assim como no presente experimento, Loor et al. (2005) ofereceram diferentes fontes de dleo (girassol,
linhaca e peixe) na dieta de vacas em lactagdo e observaram que os teores de estedrico lacteo foram
proporcionais ao seu consumo diario. Entretanto, esse raciocinio ndo ajuda a explicar o efeito (P = 0,0043)
do tipo de OG sobre as concentracdes de &cido estedrico no leite (Tabela 8). Os dados da Tabela 1 ndo
sugerem efeito do tipo de OG sobre o consumo de &cido estearico (P>0,05), mas suas concentra¢des no leite
variaram (P = 0,0043) em funcdo do tipo de OG (Tabela 8), sendo de 15,538 e 13,647 g/100 g de AG totais
para OGAO e OGMO, respectivamente. Isto sugere que houve diferencas nas taxas de BH dos AG
consumidos nestes dois tratamentos. Sugestdo esta, reforgada pelo maior teor de AGCIR encontrado nos
tratamentos com inclusdo de OGAO (Tabela 7).
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Os demais AG saturados de cadeia com nimero par de C (C20:0; C22:0 e C24:0) apresentaram
concentragdes baixas (<0,17 g/100 g de AG totais; Tabela 8). Comportamento este esperado ja que nao ha
nenhuma rota metabdlica celular conhecida para sua sintese (Yashodhara et al., 2009), além de sua
concentracdo nos alimentos ser naturalmente baixa.

As concentracdes do acido estedrico no leite apresentaram rapida elevacdo até o 3° dia ap0s o inicio de
fornecimento das dietas com os OG. A partir dai, ndo se observou padrdo de comportamento. Ficou claro,
apenas, que aqueles com adi¢do de OGAOQ apresentaram teores de acido estearico mais elevados. Apos a
suspensdo dos tratamentos no 21° dia, observou-se, em periodo de sete dias, 0 retorno aos teores originais
observados antes do inicio da suplementacéo (Figura 18).
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Figura 18. Evolucédo temporal das concentragdes (g/100 g de AG totais) do acido estearico no leite de vacas
primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de
acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em
dietas & base de capim-elefante picado.

7.4. Acidos graxos insaturados
7.4.1. Acidos graxos monoinsaturados cis

Os AG monoinsaturados cis podem ser originados de trés diferentes fontes: i) diretamente da dieta, ao
passarem pelo rimen sem que sejam modificados pelas enzimas microbianas; ii) das rotas intermediarias da
BH dos AG poli-insaturados; ou iii) da a¢do da enzima A°-desaturase sobre o &cido estearico na glandula
mamaria. Aproximadamente, dois ter¢os de todo éacido estedrico absorvido pela glandula mamaéria é
metabolizado pela enzima A°-desaturase, explicando, em parte, a elevada concentragdo do 4cido oleico no
leite (Chilliard et al., 2003b ; Haug et al., 2007).

A elevacdo dos teores de AG cis, em especial do 4cido oleico, nos produtos lacteos é de grande importancia
pois: i) é reconhecidamente benéfico a salde humana, por ser capaz de reduzir os teores plasmaticos de
colesterol LDL e de triglicerideos (De Lorgeril et al., 1994; Carter et al., 1997; Kris-Etherton et al., 1999;
Mensink et al., 2003; Nicolosi et al., 2004); ii) € monoinsaturado, permitindo que esses produtos possuam
maior vida de prateleira (Noakes et al., 1996).

Os somatdrios das concentragcBes dos AG cis apresentaram concentracOes estaveis (P>0,05) no leite das
vacas em funcdo dos modos de fornecimento do concentrado (Tabela 1; 30,6 g /100 g de AG totais) e
valores mais elevados (P = 0,0001) nas dietas contendo OGAO (31,900 e 29,254 g/100 g de AG totais para
os tratamentos com OGAO e OGMO, respectivamente). O efeito dos tipos de OG sobre os teores de AG cis
no leite das vacas pode ser explicado por uma série de fatores, entre os principais: 1) o consumo de AG cis
nas dietas com OGAO foi superior ao daquelas com inclusdo de OGMO (Tabela 1); ii) o &cido oleico é
menos propenso a BH ruminal se comparado aos demais AG insaturados (entre 13 e 42% menos reativo que
0 acido linoleico) (Loor et al., 2004; Doreau et al., 2009); e iii) a BH dos AG poli-insaturados, em especial
0 4acido linoleico, produz AG intermediarios com monoinsaturacdes, principalmente, do tipo trans
(Shingfield et al., 2010). Fato este, confirmado pelos elevados teores destes AG nas dietas em que foi
incluido o OGMO (Tabela 9).
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Tabela 9. Teores (g/100 g de AG totais) dos acidos graxos mono e poli-insaturados no leite de vacas
primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de
acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em
dietas a base de capim-elefante picado

TMR Fracionado Efeitos
Variavel EPM! - -

AO MO AO MO Modo Oleo M x O
C12:0 cis-9 0047 0045 0038 0038 00017 <0,0001 03844  0,6622
C14:1 cis-9 0421 0545 0524 0525 00366 02617 00996 0,029
C16:1 trans-9 0182 0293 0228 0463 00120 <0,0001 <0,0001 <0,0001
C16:1 cis-9 0,813 0968 0777 0924 00456 03849 00023 09426
C18:1 trans-4 0129 0082 0142 0083 00052 02188 <0,0001  0,2460
C18:1 trans-5 0117 0069 0128 0072 00041 00963 <0,0001  0,3202
C18:1 trans-6 a 8 1134 0838 1,237 0729 00295 09229 <0,0001  0,0010
C18:1 trans-9 0998 0787 0986 0722 00271 01628 <0,0001  0,3385
C18:1 trans-10 0817 0744 0727 0661 00204 00002 00017  0,8484
C18:1 trans-11 3383 5454 4482 7,969 01811 <0,0001 <0,0001  0,0005
C18:1 trans-12 0764 0859 0730 0844 00190 02030 <0,0001  0,6149
Cl81trans-13 + trans-14 0741 0,794 0,736 0724 00243 01295 03974  0,1862
C18:1 trans-16 0444 0504 0428 0405 00148 00004 02206  0,0086
C18:1 cis-9 + trans-15 28,654 26833 29009 25213 05292 02751  <0,0001  0,0600
C18:1 cis-11 1132 1078 1153 1075 00442 08379 01448  0,7879
C18:1 cis-12 0258 0404 0224 0258 00149 <0,0001 <0,0001  0,0006
C18:1 cis-13 0143 0120 0144 0105 00065 02837 <0,0001  0,2020
C18:2 cis-9 trans-12 0100 0112 0080 0097 00043 00002 00016  0,6304
frlfrﬁ_;rlagfflgis'lz * 0035 0060 0038 0085 00041 00019 <0,0001 0,096
C18:2 cis-9 cis-12 0994 1,154 0991 1277 00405 01497 <0,0001  0,1309
C18:3 cis-6 cis-9 cis-12 0023 0023 0026 0031 00023 00185 03308  0,3308
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 0093 0092 0094 0104 00060 072724 05155  0,3493
C20:1 cis-9 0125 0129 0118 0125 00033 00942 01013  0,7661
C20:1 cis-11 0061 0061 0072 0065 00021 00012 01035 01035
€202 -6 0013 0013 0013 0015 00008 02528 00611  0,1599
€203 06 0033 0036 0033 0032 00020 04493 07042  0,3147
C20:4 -6 0061 0058 0061 0067 00041 03389 06579  0,2441
€20:5 -3 (EPA) 0047 0036 0046 0034 00039 07390 00079  0,8864
CLA ClsS trans-11 + 1297 2149 1807 3241 00885 <0,0001 <0,0001  0,0025
CLA trans-9 cis-11 0043 0062 0055 0083 00041 00003 <0,0001 0,2272
CLA trans-10 cis-12 0019 0026 0019 0029 00021 06012 00005 05233
T CLA 1359 2237 1,880 3353 0,0900 <0,0001 <0,0001  0,0024
T Inibidores? 0062 0088 0074 0112 00043 00003 <0,0001  0,1630

continua
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TMR Fracionado Efeitos
Variavel EPM! -
AO MO AO MO Modo Oleo MxO

X Monoinsaturados Pares

cis 31,653 30,181 32,148 28,326 00,6058  0,2701 0,0001 0,0614
trans 8,701 10,421 9,819 12,667 0,2249 <0,0001 <0,0001 0,0169
Total 40,359 40,601 41,966 40,993 0,5329  0,0698 0,4979 0,2627
X C18:1 38,711 38562 40,210 38,855 0,8464  0,0749 0,1319 0,2239

X Poli-insaturados

®-3 cis cis 0,140 0,128 0,142 0,139 0,0069  0,3710 0,2689 0,5182
-6 cis cis 1,122 1,283 1,122 1,421 0,0426  0,1147 <0,0001  0,1147
% C18 w-6 trans 0,135 0,173 0,118 0,182 0,0066  0,5293  <0,0001  0,0559
Hipo:hiper 1,0334 0,925 1,074 0,894 0,0279  0,8728 <0,0001  0,2058
0-6:0-3 8,179 10,136 8,094 10,427 03368 0,7617 <0,0001 0,5793

Erro padréo da média; As férmulas utilizadas no célculo das relagdes estdo detalhadamente apresentadas
no Tépico 6 do Material e Métodos.

Segundo o USDA (2005), os AG monoinsaturados cis estdo presentes em concentragdes entre 23 e 32% do
total de AG da gordura lactea bovina, sendo que o acido oleico, seu principal representante, participa com,
aproximadamente, 93% desse montante. No presente experimento, ele participou com 89 a 91% dos AG cis
(Tabela 9). Os modos de fornecimento do concentrado néo influenciou (P>0,05) os teores de &cido oleico no
leite, e a suplementacdo com OGAO elevou (P<0,0001) suas concentracdes em 11% (26,023 versus 28,876
0/100 g de AG totais) em relagdo as dietas com inclusdo de OGMO, refletindo, assim, em sua secrecéo
diaria (P = 0,0186; 124,0 versus 106,0 g/dia) (Tabela 10).

Tabela 10. Secre¢do diaria (g/dia) dos acidos graxos mono e poli-insaturados do leite de vacas primiparas
Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de acido oleico
e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de
capim-elefante picado

TMR Fracionado Efeitos
Variéavel EPM! -
AO MO AO MO Modo Oleo Mx O
C16:1 trans-9 0,720 1,114 1,054 2,005 0,0824 <0,0001  <0,0001 0,0023
C18:1 trans-11 13,705 20,819 20,828 34,719 1,7564 <0,0001  <0,0001 0,0514
C18:1 cis-9 + trans-15 114,75 102,57 133,26 109,47  7,1178 0,0893 0,0186 0,4290
C18:2 cis-9 cis-12 3,860 4,451 4,588 5,560 0,3508 0,0151 0,0363 0,5977

C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 0,338 0,351 0,439 0,454 0,0355 0,0082 0,7053 0,9761

CLA cis-9 trans-11 +
CLA trans-7 cis-9

CLA trans-9 cis-11 0,175 0,234 0,249 0,358 0,0195  <0,0001 0,0002 0,2129
CLA trans-10 cis-12 0,074 0,098 0,087 0,121 0,0094 0,0707 0,0051 0,5945
% Monoinsaturados trans 35335 39,853 45189 55,135  2,9093 0,0002 0,0205 0,3665

5,244 8,136 8,255 14,113  0,5936  <0,0001  <0,0001  0,0199

¥ Poli-insaturados
-3 cis cis 0,543 0,488 0,663 0,607 0,0534 0,0354 0,3156 0,9869

-6 cis cis 4,356 4,956 5,202 6,194 0,3958 0,0145 0,0575 0,6282

*Erro padrdo da média.
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He et al. (2012) forneceram duas dietas (isoproteicas e isofibrosas; 4,0% de 6leo e 7,0% de EE; V:C =
50:50) a base de silagem de alfafa e silagem de milho na forma de TMR e suplementadas com concentrados
adicionados de 6leos contendo: - alto teor de acido oleico e baixo de linoleico (3,32 e 1,52% da MS,
respectivamente); - médio teor de acido oleico e baixo de linoleico (2,14 e 1,52% da MS, respectivamente)
para vacas em lactacdo e, assim como no presente experimento, também observaram elevacédo (P<0,05) nos
teores e na secrecdo diaria do acido oleico no tratamento com maior teor desse AG.

Resultados semelhantes observaram Abughazaleh et al. (2003) ao fornecerem dietas baseadas em feno de
alfafa e silagem de milho (isoproteicas, isofibrosas e isoenergéticas; 4,5% de 6leo; V:C = 50:50)
suplementadas com dois tipos de OG com teores contrastantes dos &cidos oleico e linoleico para vacas
primiparas Holandés. Os autores observaram teores de acido oleico ligeiramente mais elevados (P<0,01;
20,0 versus 21,5 g/100 g de AG totais) nos tratamentos suplementados com OGAO.

As concentragds de acido oleico no leite foram elevadas em, aproximadamente, 31%, de forma rapida apés
o inicio do fornecimento da suplementacdo com os OG e, a partir do sexto dia de fornecimento das dietas,
foi observada relativa estabilidade nos tratamentos até o 21°. A partir dai, com a suspensdo da
suplementacdo dos OG, no periodo de sete dias, observou-se rapida queda dos teores de acido oleico no
leite, cujas concentracOes ficaram proximas daquelas observadas antes do inicio da suplementacao lipidica.
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Figura 19. Evolucéo temporal das concentracdes (g/100 g de AG totais) do acido oleico no leite de vacas
primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AQ) e médio (MO) teores de
acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em
dietas a base de capim-elefante picado.

7.4.2. Acidos graxos monoinsaturados trans

O é&cido palmitelaidico (C16:1 trans-9) tem-se destacado como importante regulador glicémico, apesar da
necessidade de pesquisas sobre sua origem, seus mecanismos de a¢do e seu consumo diéario capaz de gerar
funcdo terapéutica. Ja se sabe, porém, que suas principais fontes sdo os 6leos de peixe e, principalmente, as
gorduras dos ruminantes (Destaillats et al., 2000). Assim, faz-se necessaria a busca da maximizagéo de sua
concentracdo na gordura do leite.

Tanto os teores quanto a secre¢do diaria do &cido palmitelaidico apresentaram interagdo (P<0,0001) de
efeitos de modo de fornecimento do concentrado e de tipo de OG (Tabela 10). As vacas que consumiram as
dietas fornecidas como TMR, produziram leite com concentragdes deste AG mais baixas que o daquelas que
receberam concentrado fornecido de modo fracionado (Tabela 10a), sugerindo que o ambiente ruminal
possui papel relevante sobre sua sintese. Comparando os tipos de OG, foi observado que o leite das vacas
que consumiram dietas com OGMO apresentou concentragdes de acido palmitelaidico superiores as obtidas
no leite daquelas que receberam suplemento contendo 0 OGAO (Tabela 10a). Esse comportamento sugere
que esse AG seja sintetizado, provavelmente, no rdmen, tendo como substrato o &cido palmitico,
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considerando-se que o consumo deste foi superior (P = 0,0001) quando do fornecimento do OGMO (Tabela
1). A secrecdo diaria do acido palmitelaidico apresentou comportamento semelhante ao observado pelos
seus teores (P<0,0001), com valores mais elevados no leite das vacas que receberam concentrado de modo

fracionado e com o fornecimento do OGMO (Tabela 10a).

Tabela 9a. Desdobramento das médias dos teores
(9/100 g de AG totais) do acido C16:1 trans-9 no
leite

Tabela 10a. Desdobramento das médias das
secrecdes diarias (g/dia) do acido C16:1 trans-9
no leite

Modo Modo
TMR Fracionado TMR Fracionado
) AO 0,182°° 0,228 ) AO 0,720%° 1,054
Oleo " A Oleo v A
MO 0,293 0,463™ MO 1,114 2,006™
Letras iguais, mailsculas nas colunas e Letras iguais, mailsculas nas colunas e
mindsculas nas linhas, indicam semelhanca mindsculas nas linhas, indicam semelhanca

(P>0,05) entre tratamentos; Erro-padrdo da média
=0,0120.

(P>0,05) entre tratamentos; Erro-padrdo da média
=0,8803.

A evolucdo temporal dos teores do acido palmitelaidico no leite evidencia a variacdo de comportamento
entre os diversos tratamentos (Figura 20), onde se destacam os elevados teores observados no leite das
vacas que receberam concentrado contendo OGMO fornecido de modo fracionado. A elevacéo dos teores
do &cido palmitelaidico no leite foi gradativa, sendo que para os tratamentos cujos concentrados foram
fornecidos no modo fracionado, os valores parecem ndo ter estabilizado até o final do experimento (21°
dia). Entretanto, ja no terceiro dia ap6s a suspensdo dos tratamentos (24°dia), os teores retornaram para
valores préximos aos iniciais.
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Figura 20. Evolucdo temporal das concentracdes (g/100 g de AG totais) do C16:1 trans-9 (acido
palmitelaidico) no leite de vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com dleos de girassol contendo alto
(AO) e médio (MO) teores de &cido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado
(TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado.

Poucos foram os experimentos que avaliaram o comportamento do acido oleico no rimen, mas ja se sabe
que, assim como para a BH do acido linoleico, a sua BH pode dar origem ao acido estearico (Harfoot e
Hazlewood, 1988) e a grande variedade de intermediarios C18:1 trans (Shingfield et al., 2010). Entdo,
apesar dos teores totais de AG C18:1 trans terem sido inferiores (P<0,0001) se comparados aos dos
tratamentos com OGMO, observaram-se concentragdes (P<0,0017) mais altas de C18:1 trans com
insaturacdes abaixo dos carbonos 9 — 10 nos tratamentos com OGAO (Tabela 9). Deve-se destacar também
a diferenca apresentada entre os teores do acido vacénico dos tratamentos com OGAO e OGMO, cuja
origem se da, principalmente, a partir da BH do &cido linoleico (Shingfield et al., 2010), presente em
maiores concentracdes nas dietas suplementadas com OGMO.
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Segundo Collomb et al. (2004), tanto os teores do AG C18:1 trans-7 como os do CLA trans-7 cis-9 séo
significativamente mais elevados na gordura do leite de vacas alimentadas com dietas ricas em acido oleico.
Confirmando essa afirmacdo, os teores observados dos AG C18:1 trans-6 a C18:1 trans-8 foram mais
elevados (P<0,0001) nas dietas suplementadas com OGAO em detrimento ao OGMO (1,186 versus 0,784
9/100 g de AG totais), sugerindo que grande parte desse montante seja formado pelo AG C18:1 trans-7.

Os modos de fornecimento dos concentrados influenciaram os teores dos AG C18:1 trans-10, C18:1 trans-
16 e vacénico. Inversamente ao esperado, os teores do C18:1 trans-10 foram mais elevados (P = 0,0002) no
leite das vacas que consumiram as dietas sob a forma de TMR do que no daquelas que receberam
concentrado de modo fracionado (0,781 versus 0,694 g/100 g de AG totais). Esse comportamento sugere
que o modo TMR permitiu maior queda de pH se comparado ao fracionado.

Os tratamentos com OGAO apresentaram teores mais elevados (P = 0,0017) de C18:1 trans-10 no leite que
0s com OGMO (Tabela 9; 0,772 versus 0,702 g/100 g de AG totais). Isto ocorreu, provavelmente, porque o
AG C18:1 trans-10, por ser intermediario comum da BH dos acidos oleico e linoleico, foi sintetizado em
maior quantidade no leite das vacas que consumiram OGAO, onde foi verificado maior consumo dos acidos
oleico e linoleico (Tabela 1).

O é&cido vacénico é o principal produto intermediario da BH ruminal do &cido linoleico. Secundariamente,
ha a formagdo de outros AG monoinsaturados como o C18:1 trans-10, C18:1 trans-12, C18:1 trans-13 e
C18:1 trans-16 (Shingfield et al., 2010). Observou-se interacdo entre o modo de fornecimento do
concentrado e o tipo de OG (P = 0,0005) para a concentracdo de acido vacénico no leite (Tabela 9). As
vacas que receberam dietas sob a forma de TMR apresentaram leite com concentra¢cbes mais baixas
(P<0,05) de acido vacénico do que no daquelas que consumiram concentrado fornecido de modo fracionado
(Tabela 9b). Com relacdo aos tipos de OG, o leite das vacas que consumiram OGMO apresentou
concentragdes de &cido vacénico superiores as do leite daquelas que receberam dietas com OGAO (Tabela
9b). Houve efeito (P<0,0001) do modo de fornecimento do concentrado e do tipo de OG sobre a secre¢do
diéria de 4cido vacénico, com as maiores producdes deste AG sendo observadas nas vacas que receberam o
modo fracionado de fornecimento de concentrado e consumiram dietas com OGMO (Tabela 10).

Tabela 9b. Desdobramento das médias dos teores
(9/100 g de AG totais) do acido C18:1 trans-11 no
leite

Tabela 9c. Desdobramento das médias dos teores
(9/100 g de AG totais) do somatério dos acidos
monoinsaturados trans no leite

Modo Modo
TMR Fracionado TMR Fracionado
) AO 3,383%° 4,482% . AO 8,707 9,819%
Oleo v ~ Oleo v A
MO 5,456 7,969 MO 10,421 12,667
Letras iguais, mailsculas nas colunas e Letras iguais, mailsculas nas colunas e

mindsculas nas linhas, indicam semelhanca
(P>0,05) entre tratamentos; Erro-padrdo da média
=0,1811

mindsculas nas linhas, indicam semelhanca
(P>0,05) entre tratamentos; Erro-padrdo da média
=0,2249

He et al. (2012), forneceram dietas com niveis constantes de &cido linoleico e crescentes de acido oleico e
ndo observaram efeito (P>0,05) nos teores nem na producdo diaria de acido vacénico ou de ruménico da
gordura do leite. Rego et al. (2009) também ndo encontraram elevagdo nos teores de vacénico ou de
ruménico quando vacas em lactacdo sob pastejo receberam suplemento com 6leo de colza (rico em acido
oleico). Esses resultados reforcam a idéia de que o &cido linoleico, mas ndo o &cido oleico, é um importante
precursor do vacénico e, consequentemente, do ruménico.

O somatorio das concentragdes dos AG monoinsaturados trans apresentou interagdo (P = 0,0169) entre o
modo de fornecimento do concentrado e o tipo de OG (Tabela 9), a semelhanca do que foi observado para
os teores de &cido vacénico no leite. Foram observados teores dos AG monoinsaturados trans mais elevados
(P<0,05) no leite das vacas que receberam concentrado de modo fracionado e quando consumiram as dietas
com OGMO (Tabela 9). A justificativa para os comportamentos equivalentes esta no fato de que o vacénico
compBe mais de 50% do somatdrio.
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Os elevados teores de AG monoinsaturados trans no leite das vacas que receberam o concentrado de modo
fracionado estdo coerentes com suas menores concentragcGes de acido estedrico no leite obtidos nesses
tratamentos.

A elevacdo dos seus teores foi crescente e gradativa até, aproximadamente, o 6° dia de fornecimento das
dietas suplementadas com OG, quando os valores se apresentaram relativamente estaveis até o final do
fornecimento da suplementacéo (21° dia). Entretanto, ja no terceiro dia apds a suspensdo dos tratamentos
(24° dia), os teores retornaram a valores proximos dos iniciais (Figura 21).
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Figura 21. Evolucédo temporal das concentragdes (g/100 g de AG totais) do acido vacénico no leite de vacas
primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AQ) e médio (MO) teores de
acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em
dietas a base de capim-elefante picado.

7.4.3. Acidos graxos poli-insaturados

O é&cido linoleico ®-6, o a-linolénico -3 e 0s isdmeros de CLA sdo os principais AGPI presentes na
gordura lactea (Parodi, 1997; Jensen, 2002; O’Donnell-Mengaro et al., 2011). Suas concentragdes sdo
dependentes do seu nivel de ingestdo — no caso dos -6 e w-3 — e do grau de BH ruminal dos AG. Assim, as
estratégias para aumentar seus teores no leite normalmente envolvem a utilizacéo de alimentos ricos nesses
AG (e.g. soja, girassol, linhaga, 6leo de peixe, forrageiras C3) e/ou processos que reduzam a BH ruminal
(e.g. aumento do fluxo ruminal, utilizacdo de gordura protegida) (Lock e Bauman, 2004; Palmquist, 2009).
No caso do CLA, o Unico isbmero que se apresenta em concentracBes significativas no leite e, por
consequéncia, passivel de causar efeitos fisioldgicos benéficos a salde humana, é o &cido ruménico (CLA
cis-9 trans-11) (Pariza et al., 2000).

Os teores do acido linoleico -6 no leite sofreram influéncia (P<0,0001) apenas do tipo de OG (Tabela 9;
0,992 versus 1,216 g/100 g de AG totais para os tratamentos com OGAO e OGMO, respectivamente). Esse
comportamento pode ser explicado pelo elevado consumo deste AG nos tratamentos com OGMO (72%
maior que no OGAO; Tabela 1) que impediram que todo o 4cido linoleico w-6 sofresse BH, e pela possivel
redugdo da atividade microbiana evidenciada pela redugdo dos AGCIR (Tabela 7). Os teores dos somatdrios
dos AG poli-insaturados ®-6 seguiram o mesmo comportamento do acido linoleico ®-6 (Tabela 9), reflexo
da sua alta participacdo no célculo deste somatério (89%). Diferentemente do &cido linoleico, os teores dos
demais AG -6, quais sejam, C20:2; C20:3 e C20:4 ndo sofreram influéncia (P>0,05) dos fatores estudados
(Tabela 9).

Apesar de se apresentar em concentra¢des significativas na composicdo do OGMO (2,6%; Tabela 5), o
acido o-linolénico ®-3 ndo sofreu influéncia (P>0,05) dos fatores estudados (Tabela 9). Esse
comportamento pode ser parcialmente justificado haja vista ser este AG altamente propenso a BH ruminal
(Loor et al., 2004; Doreau et al., 2009). Tal suposicéao € reforgada pelos elevados (P<0,0001) teores do AG
C:18:2 trans-11 cis-15 observados no leite das vacas que consumiram dietas com OGMO (Tabela 9); 0,037
e 0,073 g/100 g de AG totais para os tratamentos com OGAO e OGMO, respectivamente). O AG C18:2

152



trans-11 cis-15 ¢ um dos mais importantes intermediarios da BH ruminal do acido a-linolénico ®-3
(Destaillats et al., 2005; Wasowska et al., 2006). Ressalte-se que nas condigdes de injecdo cromatograficas
utilizadas ele co-eluiu, ou seja, gerou um pico no cromatograma no mesmo tempo de retencdo que o
isdbmero de linoleico C18:2 trans-9 cis-12 (normalmente presente na gordura lactea em concentracfes muito
baixas). O AG C18:2 trans-11 cis-15, de modo geral, pode ser encontrado em concentra¢des significativas
na gordura do leite de vacas consumindo dietas ricas em espécies forrageiras C3 pastejadas ou quando ha
suplementagdo com dleos ricos em acido a-linolénico w-3 (Bargo et al., 2006; Palladino et al., 2009).

Os teores dos AG C18:2 trans-9 cis-12 + C18:2 trans-11 cis-15 apresentaram interagdo (P<0,05) de efeitos
de modo de fornecimento do concentrado e de tipo de OG (Tabela 9), mostrando que quando foi utilizado o
OGMO, o modo fracionado de fornecimento do concentrado promoveu incremento (P<0,05) nas suas
concentracdes no leite das vacas (Tabela 9d).

Tabela 9d. Desdobramento das médias dos teores (g/100 g de AG totais) dos acidos graxos C18:2 trans-9
cis-12 + C18:2 trans-11 cis-15 no leite

Modo
TMR Fracionado
) AO 0,035% 0,038%
Oleo " A
MO 0,060 0,085

Letras iguais, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, indicam semelhanga (P>0,05) entre
tratamentos; Erro-padrdo da média = 0,0041

A relacdo w-6:@-3 € um importante pardmetro utilizado para classificar a qualidade nutricional das
gorduras, 6leos, alimentos e dietas. Dietas com relagdes entre 2:1 e 3:1 tém sido as mais recomendadas, por
possibilitar maior conversdo do acido a-linolénico a acido docosahexaenoico (DHA, C22:6 cis-4 cis-7 cis-
10 cis-13 cis-16 cis-19), alcancando valores maximos em torno de 2,3:1. Na gordura do leite, essa relagdo
tende a ser mais alta, sendo influenciada pelo regime alimentar, permitindo que alguns produtos de
ruminantes se tornem importantes fontes de AG -3 na dieta humana (Haug et al., 2007).

A relacdo -6:m-3 sofreu influéncia (P<0,0001) apenas do tipo de OG fornecido (Tabela 9), com valores de
8,1 e 10,3 para os tratamentos com OGAO e OGMO, respectivamente (Figura 22). Tal comportamento se
explica devido a estabilidade e baixos teores absolutos de AG -3 no leite obtido de todos os tratamentos e
ao aumento dos teores de AG w-6 no leite das vacas que receberam dietas com OGMO em relacdo ao
daquelas que consumiram OGAO. O aumento da relagdo w-6:m-3 € indesejavel do ponto de vista de salde
humana j& que, apesar do AG -6 ser considerado essencial, niveis elevados do mesmo podem ser
responsaveis por desencadear uma série de disfungdes fisioldgicas, como a formagdo de trombos, de
ateromas e de desordens imunoldgicas (Martin et al., 2006; Simopoulos, 2008). Além disso, os valores
ficaram acima dos 2,3:1 recomendados por Martin et al. (2006).

Variacdo da relacio m-6/®-3
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Figura 22. Relagéo entre as concentra¢des dos &cidos graxos w-6:0-3 do leite de vacas primiparas Holandés
x Gir alimentadas com dleos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de &cido oleico e
submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de
capim-elefante picado.
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Essa relacdo €, de modo geral, pouco explorada nos trabalhos que apresentam resultados de perfis de AG da
gordura do leite. Uma excecdo foi o artigo de Petit (2003), que testaram os efeitos do tratamento de
sementes de linhaca e girassol com formaldeido sobre o perfil de AG do plasma e do leite de vacas
Holandés. Os autores observaram relagdes w-6:»-3 de 2,3; 8,4; 1,7 e 8,2 para os tratamentos com sementes
de linhaca e de girassol tratados, e sementes de linhaca e de girassol ndo tratadas com formaldeido,
respectivamente. Como era de se esperar, os tratamentos a base de linhaga apresentaram relagdes ®-6:w-3
baixas j& que o 6leo dessa semente é rico em acido a-linolénico (57%). Entretanto, os tratamentos com a
adicdo de girassol, fonte de &cido linoleico, apresentaram valores semelhantes aos obtidos nos tratamendos
com a adigdo de OGAO do presente experimento. No primeiro experimento da presente Tese, as relagdes -
6:m-3 apresentaram valores variando entre 6,23 e 8,86 para os tratamentos com a adi¢do de 0 e 3,7% do OG
na MS das dietas.

Outra relacdo utilizada para avaliar a qualidade nutricional das gorduras, dos 6leos, alimentos e dietas, é a
proporc¢do entre 0os AG hipo (C18:1 cis-9; C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 e C20:5 w-3) e hipercolesterolémicos
(C12:0; C14:0 e C16:0). Ressalte-se que quanto mais alto o valor desta relagdo, mais interessante é do ponto
de vista de salde humana. No presente experimento, a relagdo hipo:hiper sofreu influéncia (P<0,0001)
apenas do tipo de OG (Tabela 9), cujos valores foram 1,05 e 0,90 para os tratamentos com OGAO e
OGMO, respectivamente (Figura 23). Esse comportamento foi resultado de dois fatores agindo
simultaneamente: a reducdo dos teores de AG saturados de cadeia carbdnica média (Tabela 8) e a
concomitante elevagdo dos teores de AG monoinsaturados, em especial, do acido oleico no leite das vacas
que receberam os tratramentos com OGAO (Tabela 9).

Variagao da relagdo dos AG hipo:hipercolesterolémicos
1,07
1,03 :

1,00

@
©
w

0,89

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00 T T T
TMRAO TMRMO FracAO FracMO

Figura 23. Relacdo entre os acidos graxos hipo e hipercolesterolémicos no leite de vacas primiparas
Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de acido oleico
e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de
capim-elefante picado.

As relagdes entre as concentracdes dos AG hipo e hipercolesterolémicos (Hipo:Hiper) se elevaram rapida e
uniformemente até o 3° dia, resultado da reducdo da sintese de novo de AG (Figura 17) e da elevacdo dos
teores de AG insaturados em resposta a suplementacdo com OG (Tabela 9). A partir do 6° dia, percebe-se
que os tratamentos suplementados com OGAO apresentaram valores mais elevados para a relagdo
Hipo:Hiper se comparados aos obtidos das dietas com OGMO. No periodo avaliado ndo observou-se
estabilidade na relagdo. Assim como ocorreu com os teores de AG saturados e do acido oleico, observou-se
rapida queda nos valores da relacdo apds a suspensdo dos tratamentos (Figura 24).
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Figura 24. Evolugdo temporal da relacdo das concentraces dos acidos graxos hipo:hipercolesterolémicos
da gordura do leite de vacas primiparas Holandé&s x Gir alimentadas com 0leos de girassol contendo alto
(AO) e médio (MO) teores de &cido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado
(TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante picado.

Os indices de aterogenicidade (IA) e trombogenicidade (IT) propostos por Ulbright e Southgate (1991)
sofreram influéncia (P<0,05) apenas do tipo de OG oferecido (Tabela 11). O IA reduziu (P = 0,04) seus
valores de 1,742 para 1,628 com a adicdo de OGAQ a dieta. Mesmo comportamento foi observado para o
IT, reduzindo (P = 0,0062) de 2,922 para 2,700 com a adi¢cdo do OGAO a dieta. O incremento na qualidade
nutricional da gordura do leite se deveu, basicamente, & reducgéo dos teores de AG saturados de cadeia curta
e média e & elevacdo dos teores do &cido oleico, ja que os demais AGPI ndo apresentaram variacdes
relevantes (Tabela 11).

Tabela 11. indices de aterogenicidade (I1A) e de trombogenicidade (IT) da gordura do leite de vacas
primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AQO) e médio (MO) teores de
acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em
dietas a base de capim-elefante picado

B TMR Fracionado Efeitos
indice EPM? - -
AO MO AO MO Modo Oleo Modo x Oleo
1A 1640 1,712 1,615 1,772 0,0534 0,7447 0,0406 0,4326
IT 2,791 2926 2,608 2918 0,0758 0,2154 0,0062 0,2566

'Erro padréo da média.

O comportamento dos IA e IT (Figuras 25 e 26, respectivamente) durante o periodo de fornecimento da
dieta foi semelhante, ou seja, ambos apresentaram redugdo abrupta e intensa dos seus valores ja nos
primeiros trés dias de fornecimento das dietas com os OG (cerca de 52% para o 1A e 37% para o IT). A
partir do 6° dia, seus valores se estabilizaram sendo que, devido a escala apresentada, ndo é possivel
verificar os valores mais baixos dos tratamentos com OGAO. No terceiro dia ap6s a suspensdo dos
tratamentos (24° dia) os indices retornaram a valores préximos dos iniciais.
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Figura 25. Evolugdo temporal do indice de aterogenicidade da gordura do leite de vacas primiparas
Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de 4cido oleico

e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de
capim-elefante picado.
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Figura 26. Evolucdo temporal do indice de trombogenicidade da gordura do leite de vacas primiparas
Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO) teores de acido oleico
e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de
capim-elefante picado.

7.4.4. Acidos linoleicos conjugados

Segundo Corl et al. (2002), o isdbmero CLA trans-7 cis-9 é sintetizado exclusivamente a partir da acdo da
enzima A°-desaturase do tecido mamario, utilizando como substrato o AG trans-7 advindo da BH
incompleta do acido oleico (Collomb et al., 2004). Entdo, visto que os teores dos AG C18:1 trans-6 a C18:1
trans-8 se elevaram (P<0,05) nos tratamentos suplementados com OGAO (Tabela 9), supde-se que a maior
parte do seu montante seja formada pelo isémero C18:1 trans-7.

Apesar de ainda ndo terem sido descobertas funcOes fisiolégicas para esse isdmero de CLA, no presente
trabalho ele se torna importante porque, nas condicdes de injecdo de amostras no cromatégrafo, ele co-eluiu
com o acido ruménico. Segundo Yurawecz et al. (1998), o CLA trans-7 cis-9 co-elui com o ruménico na
maioria das condi¢des de corrida da cromatografia gas-liquida.
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A co-eluicdo entre os dois isomeros de CLA faz com que a interpretacdo das concentragGes do acido
ruménico na gordura do leite seja realizada com cautela ja que este esta sendo superestimado em magnitude
desconhecida. A Figura 27 apresenta um fragmento do cromatograma de uma das amostras de gordura de
leite gerada a partir de uma vaca alimentada com dieta contendo OGAO e percebe-se (seta) que o pico cujo
tempo de retencdo sugere ser o acido ruménico ndo esta puro, ou seja, algum outro AG — muito
provavelmente o CLA trans-7 cis-9 — estd co-eluindo (formando pico) no mesmo tempo de retencao,
superestimando, assim, a sua area e, consequentemente, o seu teor no leite. Como os teores do C18:1 trans-
7 — precursor do CLA trans-7 cis-9 — se elevaram com a suplementacdo com OGAO, supde-se que a
superestimacao seja maior nesses tratamentos.

Com o objetivo de facilitar a discussdo e a leitura do texto, a designacdo dos teores desses AG sera
padronizada em “dcido ruménico” apenas.
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Figura 27. Fragmento de cromatograma contendo detalhe do pico referente ao acido ruménico com isbmero
de CLA co-eluindo.

Os teores (Tabela 9) e a secrecdo (Tabela 10) lactea do acido ruménico apresentaram interacdo (P<0,05)
entre 0 modo de fornecimento do concentrado e o tipo de OG. O desdobramento das intera¢c6es mostrou que
os tratamentos com suplementacdo de OGMO apresentaram teores de &cido ruménico mais elevados no leite
(P<0,05) quando comparados aos com OGAO (Tabela 9¢e). A elevacdo dos teores refletiu na sua secrecdo
(Tabela 10b), sendo que os tratamentos com OGMO e OGAO apresentaram valores iguais a 11,1 e 6,7
g/dia, respectivamente. Este comportamento é esperado visto que o &cido vacénico, precursor do acido
ruménico, é o principal produto da BH parcial do acido linoleico (Griinari et al., 2000; Bauman e Lock,
2006), e foi consumido em maiores quantidades nos tratamentos OGMO (Tabela 1). Esse comportamento é
coerente com o que foi observado para o vacénico, ou seja, valores elevados para os tratamentos com
OGMO.

O modo de fornecimento fracionado dos concentrados permitiu a obtencdo de concentracBes mais elevadas
(P<0,05) de acido ruménico no leite quando comparado ao TMR (Tabela 9¢e). A elevacdo dos teores refletiu
na sua secrecdo no leite, sendo maiores (P<0,05) nos tratamentos cujo concentrado foi fornecido de modo
fracionado do que sob a forma de TMR (Tabela 10b).

Tabela 9e. Desdobramento das médias dos teores (g/100 g de AG totais) dos isdbmeros de CLA cis-9 trans-
11 e trans-7 cis-9 no leite

Modo
TMR Fracionado
) AO 1,297%° 1,807%
Oleo 2,149 3,241

Letras iguais, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, indicam semelhanga (P>0,05) entre
tratamentos; Erro-padrdo da média = 0,0885
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Tabela 10b. Desdobramento das médias das secrecoes diarias (g/dia) do acido ruménico no leite
Modo

TMR Fracionado
AO 5,247%° 8,255

MO 8,136"° 14,113

Letras iguais, mailsculas nas colunas e mintsculas nas linhas, indicam semelhanca (P>0,05) entre
tratamentos; Erro-padrédo da média = 0,6346

Oleo

Diferentemente do acido vacénico, que estabilizou seus teores a partir do sexto dia, as curvas do acido
ruménico lacteo apresentaram comportamento crescente sugerindo que, apesar do periodo de suplementagédo
de 21 dias, os teores parecem ndo ter alcancado seus valores maximos, merecendo destaque as elevadas
concentracdes observadas para o leite obtido da dieta com OGMO, consumida sob a forma fracionada
(Figura 28). Assim, tornam-se necessarios experimentos mais longos a fim de se certificar o comportamento
(valores maximos e persisténcia) de sintese do acido ruménico em vacas consumindo dietas a base de
graminea tropical suplementada com 6leo vegetal. Apds o fim da suplementacdo, os teores de &cido
ruménico no leite decresceram rapidamente aos valores iniciais.

Acido ruménico (CLAcis-9 trans-11)
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Figura 28. Evolugdo temporal das concentracdes (g/100 g de AG totais) do acido ruménico no leite de
vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO)
teores de acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado)
em dietas a base de capim-elefante picado.

As concentracfes do isdmero CLA trans-10 cis-12 no leite foram influenciadas (P = 0,0356) somente pelo
tipo de OG suplementado (Tabela 9), cujos valores foram 0,019 e 0,027 g/100 g de AG totais para 0s
tratamentos com OGAO e OGMO, respectivamente.

Na Figura 29 destacam-se os teores mais elevados do CLA trans-10 cis-12 no leite obtido dos tratamentos
suplementados com OGMO. Este comportamento é esperado visto que o acido linoleico, principal precursor
do CLA trans-10 cis-12, foi consumido em quantidades superiores nestas dietas (Tabela 1). Somente no 9°
dia de fornecimento das dietas com os OG é que foi observada relativa estabilidade na concentracdo do
CLA trans-10 cis-12 no leite. Ap0s a suspensdo do fornecimento das dietas, os teores lacteos do CLA trans-
10 cis-12 reduziram-se rapidamente.
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Figura 29. Evolucdo temporal das concentra¢Bes (g/100 g de AG totais) do CLA trans-10 cis-12 no leite de
vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com éleos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO)
teores de &cido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado)
em dietas a base de capim-elefante picado.

O isémero de CLA trans-9 cis-11, assim como o CLA trans-10 cis-12, é reconhecidamente capaz de inibir a
lipogénese mamaria (Perfield et al., 2007). Em dietas com elevadas relagfes V:C, sua concentracdo no leite
e, consequentemente, seus efeitos antilipogénicos tendem a ser, de modo geral, mais baixos que os do CLA
trans-10 cis-12 (Perfield et al., 2007). Os teores (Tabela 9) e a secre¢do diaria (Tabela 10) do CLA trans-9
cis-11 no leite foram influenciados (P<0,05) pelo modo de fornecimento do concentrado e pelo tipo de OG.

O comportamento das concentragdes do CLA trans-9 cis-11 no leite (Figura 30) sugere que, assim como
observado para o CLA trans-10 cis-12, houve variagao entre os diversos tratamentos, onde se destacaram os
teores mais elevados dos tratamentos suplementados com OGMO, principalmente, quando o concentrado
foi fornecido de modo fracionado. Todos os tratamentos apresentaram teores crescentes de CLA trans-9 cis-
11 no leite durante o periodo de suplementacdo lipidica, sugerindo que sob condi¢cdes mais prolongadas de
fornecimento dessas dietas possa haver comprometimento dos teores lacteos de gordura.
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Figura 30. Evolugdo temporal das concentracfes (g/100 g de AG totais) do CLA trans-9 cis-11 no leite de
vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AO) e médio (MO)
teores de acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado)
em dietas a base de capim-elefante picado.
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Shingfield et al. (2003) e Whitlock et al. (2002) apresentaram evidéncias da existéncia de relagdo entre 0s
teores lacteos do AG C18:1 cis-11 e a reducdo da sintese de novo de AG na glandula mamaéria. Para Loor et
al. (2005) essa relacdo ocorre porque, possivelmente, o CLA trans-9 cis-11 seja precursor do C18:1 cis-11.
No presente experimento, aparentemente, ndo houve relacdo entre esses AG ja que os teores de C18:1 cis-11
ndo foram influenciados (P>0,05) pelos fatores estudados (Tabela 9).

Por apresentar concentragdes mais elevadas que o CLA trans-10 cis-12, o CLA trans-9 cis-11 definiu o
comportamento dos AG inibidores da lipogénese (Tabela 9 e Figura 31) apresentando, assim, influéncia
tanto no modo (P = 0,0003) quanto no tipo de OG (P<0,0001).

E provavel que os inibidores da lipogénese mamaria apresentaram-se em concentrages intermediarias, ja
que foram capazes de reduzir (P<0,05) a sintese de AG saturados de cadeia curta e média (Tabela 8 e
Figuras 16 e 17), mas incapazes de influir (P>0,05) sobre os teores de gordura no leite (Tabela 4).

Com relacdo a evolucdo temporal (Figura 31), os inibidores da lipogénese apresentaram comportamento
similar ao do CLA trans-9 cis-11, com elevagdo continua dos seus teores.
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Figura 31. Evolucdo temporal das concentracdes (g/100 g de AG totais) dos &cidos graxos inibidores da
lipogénese (CLA trans-10 cis-12 e CLA trans-9 cis-11) no leite de vacas primiparas Holandés x Gir
alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AQ) e médio (MO) teores de acido oleico e submetidas a
dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas a base de capim-elefante
picado.

Para avaliar a variacdo temporal da secrecdo dos intermediarios da BH ruminal no leite, Shingfield et al.
(2008) forneceram dietas a base de silagem de milho contendo 45 g de suplemento lipidico constituido por
6leo de peixe e OG para vacas Holandés. Os autores observaram que durante 28 dias (com coletas a cada
dois dias) os AG de cadeia saturada com nimero par de C (C4:0 a C:14) apresentaram reducdo continua
sem que se observasse tendéncia a estabilizacdo. Comportamento condizente com os teores dos AG
inibidores da lipogénese (CLA trans-10 cis-12 e CLA trans-9 cis-11), mas diferente do observado no
presente experimento. Devido ao fornecimento de quantidades significativas de acido oleico (13,6% dos AG
totais) os teores dos AG C18:1 trans-6 a C18:1 trans-8 tambhém apresentaram comportamento crescente. Os
teores dos acidos vacénico e ruménico apresentaram comportamentos semelhantes com elevacdo abrupta
nas suas concentracdes até o 5° dia de fornecimento da dieta e, a partir de entdo, apresentaram queda até o
15° dia, quando estabilizaram seus teores em valores levemente superiores aos do inicio do experimento.
Segundo os autores, a reducdo dos teores de vacénico e, consequentemente, do ruménico, foi associada a
elevacdo dos teores do AG C18:1 trans-10, indicando a ocorréncia de alteracdes tempo-dependentes sobre a
microbiota ruminal.

Ja Felton et al. (2008), avaliaram os efeitos de diferentes tipos de volumosos (pastejo de alfafa ou silagem
de milho e alfafa) em dieta suplementada com 650 g de um suplemento lipidico constituido por dleo de
peixe e OG durante periodo de 18 dias sobre os teores de CLA da gordura lactea. Os autores observaram
comportamento dos teores dos acidos vacénico e ruménico semelhante aos do experimento de Shingfield et
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al. (2008), ou seja, elevagdo abrupta nas suas concentragdes até o 3° dia e, a partir de entdo, queda até o 9°
dia, quando estabilizaram seus teores em valores levemente superiores aos do inicio do experimento. Entre
tratamentos, o volumoso pastejado permitiu a ocorréncia de teores mais altos e estaveis destes AG.

8. Indice de atividade da enzima desaturase

Com o objetivo de avaliar a expressdo da enzima A°-desaturase na glandula mamaria de vacas em lactagéo,
Jacobs et al. (2011) forneceram quatro dietas a base de triticale suplementadas com 2,7% (base de MS) de
oleo de soja (fonte de acido linoleico) ou a mesma quantidade de 6leo de colza (fonte de acido oleico) ou de
linhaca (fonte de acido o-linolénico) ou de um composto formado pelos trés 6leos. Os resultados permitiram
aos autores concluirem que a expressdo mamaria dessa enzima foi mais sensivel (menos ativa) ao
fornecimento dietético de acido linoleico do que de oleico ou a-linolénico, sugerindo, entdo, que a
expressdo da A°-desaturase na glandula mamaria bovina responde diferentemente aos diversos AG presentes
na dieta.

A variacéo dos teores dos &cidos oleico e linoleico influenciaram a atividade da desaturase apenas sobre o
C14:0 (P = 0,0013) e sobre o &cido vacénico (P<0,0001) (Tabela 12), sendo que esta Gltima apresentou
interacdo de efeitos de modo de fornecimento do concentrado e de tipo de OG (P<0,0001), mostrando que
além da suplementacdo com OGMO, o modo fracionado de fornecimento do concentrado também
estimulou a atividade da desaturase (de 0,054 para 0,105 para os tratamentos TMR e fracionado,
respectivamente) (Tabela 12a).

Tabela 12. Atividade da enzima A’-desaturase (indice de desaturase) na glandula mamaria de vacas
primiparas Holandés x Gir alimentadas com 6leos de girassol contendo alto (AQ) e médio (MO) teores de
acido oleico e submetidas a dois modos de fornecimento do concentrado (TMR versus fracionado) em dietas
a base de capim-elefante picado

indice de TMR Fracionado L Efeitos
desaturase AO MO AO MO =PM Modo Oleo  Modo x Oleo
Cl4:1cis-9/C14:0 0,062 0,087 0,073 0,084 0,0052 0,4784 0,0013 0,1824
Cl6:1cis-9/C16:0 0,041 0,045 0,041 0,044 0,0019 0,9474 0,0820 0,8950
C18:1cis-9/C18:0 1,799 1,904 2,024 1,961 0,1014 0,1756 0,8392 0,4158

rumeénico/vacénico 0,046 0,081 0,062 0,129 0,0033 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Erro padrao da média.

Tabela 12a. Desdobramento das médias de atividade da enzima A°-desaturase sobre o acido vacénico para a
sintese do acido ruménico

Modo
TMR Fracionado
. AO 0,046 0,062%
Oleo 0,081 0,129

Letras iguais, mailsculas nas colunas e minlsculas nas linhas, indicam semelhanca (P>0,05) entre
tratamentos; Erro-padrdo da média = 0,0015.

Além do tipo de 6leo, o substrato também influencia na atividade da desaturase. Segundo Ntambi e
Miyazaki (2004), a agdo da A°-desaturase sobre os AG saturados ndo é uniforme, sendo os AG palmitico e
estedrico 0s mais propensos a reacdo. No presente experimento, somente o par C18:1 cis-9/C18:0
apresentou valores destacadamente superiores (média de 1,925), sugerindo que a conversdo do acido
estearico & oleico é mais intensa que quaisquer outras catalizadas pela enzima A®-desaturase. Os demais
indices de atividade apresentaram valores dentro do esperado para esse nivel de suplementacdo lipidica,
apesar de inferiores.

Jacobs et al. (2011) observaram indices de atividade da desaturase médios de 0,10; 0,06 e 0,69 para o
C14:0, C16:0 e o acido estearico, respectivamente. Shingfield et al. (2006) suplementaram dietas de vacas
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com 6leo de peixe e observaram indices de desaturase para o C14:0, C16:0, acido estearico e o vacénico de
0,10; 0,075; 2,00 e 0,43, respectivamente. Todos estes valores podem ser considerados semelhantes aos
obtidos no presente experimento.

Pela Figura 32, percebe-se que foram obtidos indices elevados de desaturase do par vacénico/ruménico na
dieta suplementada com OGMO e fornecimento fracionado de concentrado. Esse comportamento apresenta-
se oposto ao observado por Jacobs et al. (2011), que sugeriram que dietas adicionadas de acido linoleico
tendem a reduzir a atividade das desaturases. Ap6s o fim da suplementacdo, os teores retornaram
rapidamente aos valores iniciais. J4 o efeito da desaturase sobre o &cido estearico, apresentou
comportamento pouco definido com o passar dos dias (Figura 33), com sutil reducdo da sua atividade nos
primeiros seis dias e posterior retorno a atividade inicial.

Indice de desaturase (vacénico/rumeénico)
0,14 T

N

0,08 )
! -+ TMR-AO
0,06 / /.\.//*:\\ \ -8 TMR-MO
/ M ——FRAC-AO
0,04 R : -<FRAC-MO

o
=
N

Concentragéo (g/100g de AG totais)

0 3 6 9 15 21 24 28
Dias

Figura 32. Evolugéo temporal do indice de desaturase do par acido vacénico/ruménico.
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Figura 33. Evolucédo temporal do indice de desaturase do par acido estearico/oleico.
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CONCLUSOES

A utilizacdo do dleo de girassol rico em 4cido oleico determinou sensivel melhora na qualidade nutricional
dos &cidos graxos da gordura do leite se comparado a suplementacdo com 6leo de girassol com médio teor
de &cido oleico sem que, contudo, houvesse comprometimento do consumo e digestibilidade da dieta ou da
producdo/composicdo do leite. Apesar da melhora da qualidade nutricional da gordura, observou-se redugéo
dos teores do acido ruménico quando da adi¢ao do 6leo com altos teores de acido oleico.

O fornecimento fracionado do concentrado permitiu a sintese e secre¢do de acidos graxos nao interessantes
do ponto de vista nutricional, mas destacou-se na otimizagdo da sintese do acido ruménico.

A analise da evolucdo temporal dos AG lacteos permitiu verificar que cerca de seis dias de suplementacéo
dietética sdo suficentes para estabilizar importantes parametros de qualidade nutricional da gordura como os
indices de aterogenicidade e trombogenicidade e a relacdo de acidos graxos hipo e hipercolesterolémicos.
Entretanto, 21 dias de suplementacdo ndo foram suficientes para permitir que os teores lacteos de acido
ruménico se estabilizassem.

CONSIDERAGOES FINAIS

A melhora da qualidade nutricional da gordura do leite gerada pelo fornecimento de dietas baseadas em
forrageiras frescas suplementadas com éleo vegetal rico em 4cidos graxos poli-insaturados tem sido relatada
com certa frequéncia pela literatura. Entretanto, tem-se tornado grande desafio desenvolver sistema de
producdo leiteira que viabilize os aspectos logisticos, financeiros e comerciais relacionados a venda desses
novos produtos.

Assim, torna-se necessario que as pesquisas futuras se dediquem em criar meios que permitam a reducéao

dos custos de producdo, o desenvolvimento de estratégias de remuneragdo do produtor rural e a
comercializac@o pela industria, entre outros assuntos correlatos.
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ANEXOS

Tabela 1. Concentracdo de acidos graxos (9/100 g de AG totais) em amostras de capim-elefante, coletadas ao longo do periodo experimental

Acidos graxos . . Fase 1' ' . Ff.alse 2 ' . Fz.;\se 3 ' . Fz.alse 4 . Médial
Dial Dia5 Dial0 Dia1l5 Dia5 Dial0 Dia15 Dia5 Dial0 Dia15 Dia5 Dial0 Dia15
C8:0 0,000 0,000 0,000 0,032 0,007 0,014 0,000 0,069 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,009
C10:0 0,546 0,160 0,256 0,185 0,118 0,140 0,045 0,032 0,117 0,076 0,516 0,387 0,272 0,289
C12:0 0,811 0,825 1,023 1,071 1,008 1,205 0,886 0,949 0,993 0,777 0,825 0,857 0,843 0,929
C14:0 1,663 1,492 2,082 1,780 1,951 2,347 1,546 1,998 1,949 1,502 1,738 1,606 1,665 1,794
Cl4:1cis 0,000 0,000 0,020 0,000 0,020 0,000 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007
C16:0 31,098 29,182 27,403 29,178 27,997 30,416 27,240 28,778 27,088 23,064 26,454 24,898 24,742 27,503
C16:1 cis 1,154 0,858 0,934 0,630 0,587 0,525 0,877 0,078 0,598 0,716 0,457 0,462 0,406 0,637
C18:0 2,805 2,828 2,755 3,753 2,908 3,527 3,046 3,200 2,873 2,106 2,825 2,598 2,359 2,891
C18:1 cis-9 4281 4,164 3,750 4,191 4378 4821 5714 4,059 3574 3,507 3,546 3,887 2,980 4,066
C18:1 total — cis-9 0,579 0,194 0,553 0,990 0,314 0,000 0,717 0,419 0,332 0,376 0,398 0,533 0,000 0,416
C18:2 cis-9 cis-12 16,595 18,212 16,881 16,531 21,332 19,063 18,439 23,967 19,367 17,762 20,548 20,387 19,441 19,117
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 30,377 31,508 32,456 25,250 25,147 22,308 32,226 22,600 30,088 39,929 32,000 32,927 36,472 30,260
C20:0 2,607 2,267 2,487 3,706 3,202 3,358 2,671 4,169 3,170 2,142 2,896 2,845 2,399 2,917
C20:1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,189 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,015
C22:0 2,838 2,189 2,365 3,571 3,068 3,278 3,148 3,584 2,691 2,556 2,340 2,423 2,389 2,802
C22:1 0,000 0,212 0,811 1,175 0,840 0,574 0,000 0,000 0,344 0,418 0,000 1,031 0,814 0,478
C24:0 2,568 2,306 2,607 3,183 2,933 3,739 2,394 3,118 2,626 1,989 2544 2512 1,995 2,655
C24:1 0,826 0,658 2,164 2,701 2,488 2,394 0,000 0,260 2,235 1,165 0,455 1,030 0,933 1,331
3Saturados 46,006 43,086 42,028 47,811 44,440 49,373 41,989 47,720 42,872 35,211 41,498 39,200 37,771 43,001
2Monoinsaturados 7,022 7,194 8,634 10,406 9,080 9,256 7,308 5714 7,673 7,098 5,865 7,486 6,316 7,619
2Poli-insaturados 46,972 49,720 49,337 41,781 46,479 41,371 50,665 46,567 49,455 57,691 52,638 53,314 55,913 49,377

IMédia relativa a todo o periodo experimental
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Tabela 2. Conteldo médio de acidos graxos (g/100 g de AG totais) no concentrado fornecido no primeiro e no Gltimo dia de cada fase do Quadrado Latino

Variavel Controle 1,3% OG 2,5% 0OG 3,7% OG Média

Dia 1l Dia 14 Dial Dia 14 Dia 1l Dia 14 Dia 1l Dia 14 Dial Dia 14
C10:0 0,14 0,16 0,10 0,03 0,13 0,090 0,13 0,08 0,12 0,09
C12:0 0,08 0,08 0,04 0,05 0,03 0,029 0,03 0,03 0,04 0,05
C14:0 0,17 0,17 0,11 0,13 0,11 0,105 0,10 0,10 0,12 0,13
C15:0 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,01 0,01
C16:0 18,17 18,36 11,09 11,99 10,11 10,068 9,26 9,23 12,16 12,41
C16:1 trans 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00
C16:1 cis 0,19 0,21 0,13 0,15 0,12 0,120 0,11 0,12 0,14 0,15
C17:0 0,17 0,18 0,09 0,10 0,07 0,073 0,07 0,03 0,10 0,10
C18:0 3,27 3,24 2,87 3,00 2,88 2,893 2,84 2,83 2,96 2,99
C18:1 cis-9 22,89 22,66 20,12 21,32 20,63 20,871 20,21 20,38 20,96 21,31
C18:1 total — cis-9 1,60 1,62 1,23 1,30 1,21 1,222 1,18 1,18 1,31 1,33
C18:2 cis-9 cis-12 47,42 47,55 56,26 58,31 61,50 61,481 63,18 63,22 57,09 57,62
C20:0 0,40 0,41 0,28 0,30 0,27 0,271 0,25 0,25 0,30 0,31
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 4,30 4,49 2,18 2,35 1,70 1,754 1,47 1,46 2,41 2,51
C20:1 0,09 0,11 0,19 0,20 0,19 0,193 0,19 0,19 0,17 0,17
C22:0 0,34 0,33 0,46 0,47 0,51 0,506 0,53 0,53 0,46 0,46
C24:0 0,45 0,40 0,31 0,30 0,38 0,323 0,34 0,32 0,37 0,34
C24:1 0,30 0,03 0,06 0,00 0,11 0,000 0,13 0,04 0,15 0,02
YSaturados 23,20 23,34 15,34 16,38 14,48 14,359 13,54 13,40 16,64 16,87
YInsaturados 76,80 76,66 80,16 83,62 85,46 85,641 86,29 86,60 82,18 83,13
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Tabela 3. Variagdo do conteldo de &cidos graxos (g/100 g de AG totais) do capim-elefante durante o

periodo experimental

Acidos graxos Semana 1 Semana 2 Semana 3 Média
C8:0 0,049 0,223 0,183 0,152
C10:0 0,114 0,080 0,056 0,083
C12:0 1,582 1,384 1,233 1,400
C14:0 0,791 0,587 0,565 0,648
Cl4:1cis 0,201 0,320 0,298 0,273
C16:0 21,040 18,994 17,649 19,228
C16:1 cis 0,318 0,233 0,204 0,252
C18:0 2,609 1,945 1,953 2,169
C18:1 cis-9 4,049 6,016 4,405 4,823
C18:1 total — cis-9 2,036 1,066 0,927 1,343
C18:2 cis-9 cis-12 13,793 15,781 15,310 14,961
C18:3 cis-9 cis-12 cis-15 28,701 24,632 26,411 26,581
C20:0 1,002 0,794 0,926 0,907
C20:1 0,146 0,207 0,180 0,178
C22:0 1,087 1,101 1,341 1,176
C24:0 1,660 1,687 1,988 1,778
C22:6 (DHA) 0,04 0,05 0,04 0,043
2Saturados 29,934 26,795 25,894 27,541
2Monoinsaturados 6,750 7,842 6,014 6,869
2Poli-insaturados 42,534 40,463 41,761 41,586

IMédia relativa a todo o periodo experimental
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Tabela 4. Variacdo temporal da concentracdo de acidos graxos - AG (g/100 g de AG totais) nos ingredientes e nos suplementos concentrados formulados com dleos de girassol

contendo alto (AO) e médio (MO) teores de acido oleico, fornecidos para vacas primiparas Holandés x Gir alimentadas com dieta a base de capim-elefante picado

Dia 1

Dia 7

Dia 14

Dia 21

Dia 28

Dia 35

Milho

Variavel Fst ; PC?
MO AO MO AO MO AO MO AO MO AO MO AO Moido

C8:0 0014 003 0013 0035 0013 0035 0011 0033 0015 0034 0013 0036 nq nq 0,039
C10:0 0022 0033 0028 0030 0037 0037 0030 0025 0027 002 0022 0026 0094 0040 0,113
C12:0 0121 0561 0123 0556 0142 0542 0112 0525 0120 0515 0108 0535 ng 0016 0,286
C14:0 0200 0305 0199 0294 0223 0291 0190 0271 0198 0273 019 0315 0130 0082 0,485
C14:1 cis 0020 0023 0020 0022 0025 0020 0019 0018 0019 0019 0019 0022 0061 0029 0,065
C16:0 11,982 8408 11,992 8333 12,115 8,307 11,803 8329 12160 8309 12,114 8446 19,668 16,499 22,929
C16:1 cis-9 0143 0122 0143 0118 0148 0115 0142 0113 0139 0114 0139 0120 0088 0133 0,367
C18:0 3131 3032 3190 3015 3290 2,963 3,155 2876 3,191 2890 3167 3,040 4116 2560 4,015
C18:1 cis-9 38,255 61,217 38,970 60,975 37,863 61597 38,938 60,490 39,336 61,310 38966 60,892 15208 29,113 19,302
C18:1 total — cis-9 3315 4580 3255 3892 3427 3,980 3,316 4156 3427 4094 3300 4125 1612 1731 329
C18:2 cis-9 cis-12 36,174 17,606 35926 17,764 35623 17,607 35778 18,097 35257 17,886 35562 17,833 46,966 42,871 28,949
C20:0 0307 025 0303 0258 0301 0251 0313 0275 0308 0277 0310 0277 0239 0506 0,393
C18:3cis-9cis-12 cis-15 2,736 1,059 2,791 1105 2,663 1,041 2546 1052 2454 0,997 2543 1010 4,079 1,089 4,160
C20:1 0208 0205 0204 0211 0198 0209 0199 0207 0201 0219 0204 0218 0081 0229 0,089
C22:0 0460 0590 0452 0568 0446 0579 0426 0572 0422 0556 0444 0552 0333 0189 0,349
c22:1 0,010 nq 0009 0009 0013 0009 0,009 nq nq nq 0014 0015 nq nq nq

C24:0 0242 0303 0233 0304 0249 0,287 0308 0363 0219 0253 0249 0281 0,191 0,303 0,600
Saturados 16,479 13524 16,533 13,393 16,816 13,292 16,348 13269 16,66 13,133 16,617 13508 24,771 20,195 29,209
TMonoinsaturados 38,636 61,567 39,346 61,335 38247 61,950 39,307 60,828 39,695 61,662 39,342 61,267 17,050 31,235 23,119
TPoli-insaturados 3891 18665 38717 18869 38286 18,648 38,324 19,149 37,711 18,883 38,105 18,843 51,045 43,969 33,109

TFarelo de soja; “polpa citrica; >ng: detectado, mas no quantificado.
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