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RESUMO

Perfil de acidos graxos do leite e metabolismo de lipidios no rimen de vacas
recebendo dietas com alto ou baixo teor de concentrado e 6leo de soja ou de
peixe

Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos do teor de concentrado em dietas
com Oleo de soja ou peixe sobre o consumo, a producdo e composicdo do leite,
digestibilidades aparentes total e ruminal e sobre os perfis de acidos graxos no omaso e
na gordura do leite de vacas leiteiras. Foram utilizadas quatro vacas da raca
Holandesa, com canulas ruminais, 109 + 10 dias em lactacao, producdo média de 31,24
+ 8,57 kg de leite e peso médio de 652 + 37 kg, no inicio do experimento. Foi utilizado o
delineamento experimental em Quadrado Latino 4x4, com periodos de 21 dias, sendo
0os 14 primeiros para adaptacdo e os sete Ultimos para colheita de amostras, com
arranjo fatorial (2x2) dos tratamentos. Os tratamentos foram dietas totais misturadas,
contendo silagem de milho, suplementadas com baixos (40%) ou altos (60%) teores de
concentrado e com 2% de 6leo de soja ou de peixe na matéria seca (MS). Nao houve
da interacao entre a fonte de 6leo e o teor de concentrado para a maioria das variaveis
estudadas. A presenca do Oleo de peixe na dieta reduziu o consumo de MS (18,77 x
14,16 kg/d, respectivamente para 6leo de soja e peixe - todos os demais dados estdo
na mesma ordem), as producdes de leite (28,72 x 24,34 kg/d), gordura (0,796 x 0,562
kg/d), proteina (0,806 x 0,630 kg/d) e solidos totais (2,995 x 2,411 kg/d) e os
percentuais de gordura (2,81 x 2,34%) e proteina (2,82 x 2,59%) no leite. O tratamento
com Oleo de peixe aumentou os acidos graxos insaturados (30,12 x 35,56%) e o0s
acidos graxos poliinsaturados (4,43 x 5,85%), e reduziu os acidos graxos saturados
(69,66 x 60,05%), na gordura do leite em relacdo ao 6leo de soja. O tratamento com
Oleo de peixe promoveu uma reducao no teor de Cig, no leite (18,90 x 6,82%) e omaso
(52,35 x 15,81%) e aumentou de Cig; trans-11 no leite (2,84 x 9,75%) e no omaso (6,72
x 18,42%). Os teores de CLA cis-9, trans-11 (0,61 x 1,41%) foram aumentados no leite,
mas nao no omaso, com dietas com Oleo de peixe. Os teores de Cyp:5 € Cy6 foram
aumentados na gordura do leite e no omaso com as dietas com Oleo de peixe. Nao
houve efeito de 6leo para o CLA trans-10, cis-12 (P=0,61) na gordura do leite, mas este
foi maior para o 6leo de soja no omaso (0,09 x 0,02%). O 6leo de peixe diminuiu o
consumo e fluxo de nutrientes no canal do omaso, aumentou as digestibilidades
aparentes total e ruminal de nutrientes, diminuiu a producdo de leite, alterou
composicao do leite e o perfil de acidos graxos do leite e do omaso.

Palavras-chave: Acido linoléico conjugado; Acidos graxos trans; Biohidrogenacio;
Colheita no omaso; depresséo da gordura do leite



ABSTRACT

Milk fatty acid profile and lipid metabolism in the rumen of dairy cows fed diets
with high or low level of concentrate and soybean or fish oil

The objective of this work was to evaluate the effect of concentrate level and oil source
on dry matter intake, milk production and composition, apparent ruminal and total tract
digestibilities, omasal and milk fatty acid profiles in dairy cows. Four Holstein cows, fitted
with rumen cannula, averaging 109 + 10 days in milk, producing 31.24 + 8.57 kg milk per
day and live weight 652 + 37 kg, at start of the trial, were used in a 2 x 2 factorial
arrangement of treatments applied to a 4 x 4 Latin square design. The length of periods
was 21 days, including 14 days of adjustment to the experimental diets followed by
seven days of sampling. The treatments were 4 different diets (total mixed ration)
containing maize silage supplemented with low (40%) or high (60%) levels of
concentrate and 2% of soybean oil or fish oil on a dry matter (DM) basis. It was found
that the level of concentrate and oil source interaction had no effect on almost all the
variables. Dry matter intake (18.77 x 14.16 kg/d, respectively for soybean oil and fish oil
— all data is in the same order), milk yield (28.72 x 24.34 kg/day), fat yield (0.796 x 0.562
kg/day), protein yield (0.806 x 0.630 kg/day), total solids yield (2.995 x 2.411 kg/day), fat
percentage (2.81 x 2.34%) and protein percentage (2.82 x 2.59%) decreased when fish
oil was present. Fish oil increased unsaturated fatty acids (FA) (30.12 x 35.56%) and
polyunsaturated FA (4.43 x 5.85%), and decreased saturated FA (69.66 x 60.05%) in
milk, when compared to soybean oil. Fish oil decreased Cig level in milk (18.90 x
6.82%) and omasum (52.35 x 15.81%) and increased trans-11 Cg.1 level in milk (2.84 x
9.75%) and omasum (6.72 x 18.42%). cis-9, trans-11 CLA level (0.61 x 1.41%) was
increased in milk for fish oil diet, but did not in omasum. Cy5 and Cy levels were
increased in milk and omasum for fish oil diet. trans-10, cis-12 CLA had no oil effect
(P=0.61) in milk, but it was higher in omasum for soybean oil diet (0.09 x 0.02%). Fish oll
decreased nutrients intake and omasal flow, increased apparent ruminal and total tract
digestibilities, decreased milk production, changed milk composition and fatty acids
profile in milk and omasum.

Keywords: Biohydrogenation; Conjugated linoleic acid; Milk fat depression; Omasal
sampling; Trans fatty acid
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1 INTRODUCAO

Em produtos de origem animal, € crescente a preocupacdo com fatores que
desenvolvem ou previnem doencas (BAUMAN et al., 1999). Entre os primeiros
trabalhos nesta area, Pariza et al. (1979) encontraram na gordura da carne um fator
gue possui propriedades anticarcinogénicas, o acido linoléico conjugado (CLA).

O CLA refere-se a uma classe de isdbmeros posicionais e geométricos do 4cido
linoléico que possui duas insaturacfes (ligacdes duplas) alternadas por uma ligacdo
simples, ao contrario do acido linoléico, onde as insaturagdes sdo separadas por uma
ligacdo metilénica.

Recentemente, uma variedade de efeitos benéficos a saude associados com o
CLA tem sido encontrada em modelos experimentais, e incluem, além do efeito
anticancerigeno, reducdo na deposi¢do de gordura corporal, alteracdo na particao de
nutrientes, efeitos antidiabetogénicos, redugdo no desenvolvimento de aterosclerose,
aumento na mineralizacdo Ossea, e modulacdo do sistema imune (McGUIRE;
McGUIRE, 1999).

Estes resultados vem estimulando as pesquisas para aumentar o teor de CLA na
dieta humana através do aumento do teor de CLA nos produtos originarios de animais
ruminantes, sua principal fonte (BAUMAN et al., 1999).

O CLA encontrado na gordura do leite e na carne de ruminantes tem duas
origens: a biohidrogenacéo parcial do acido linoléico no rimen e a sintese endégena no
tecido adiposo e glandula mamaria.

O processo de biohidrogenacao ruminal € bem descrito para o &cido linoléico,
mas outros acidos graxos ainda nao tiveram seu processo totalmente esclarecido. Para
que ocorra a biohidrogenacéo, os lipidios da dieta sofrem inicialmente a hidrélise das
ligacOes éster, catalisadas pelas lipases microbianas. Os &cidos graxos insaturados
livres sofrem entdo a isomerizagdo da dupla ligagdo cis-12, tanto no &cido linoléico
como no &cido y-linolénico, formando as duplas ligagdes conjugadas contendo a ligagéo
trans-11. O CLA cis-9, trans-11 é formado entdo como um intermediario transitério na
biohidrogenacdo do acido linoléico. A seguir ocorre a reducdo das ligacdes cis, com

formacdo do acido vaccénico (Cig; trans-11), intermediario comum para o0s acidos
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linoléico e y-linolénicos. O Ultimo passo no processo de biohidrogenacédo é a reducgao
final do &cido vaccénico até o acido estearico (Cis.0) (HARFOOT; HAZLEWOOD, 1988).
A hidrogenacdo de Cig; trans-11 parece ser um passo limitante na sequéncia da
biohidrogenacédo e, como consequéncia, este penultimo intermediario se acumula no
rimen e se torna mais disponivel para a absor¢cado (BAUMAN et al., 1999).

Destalillats et el. (2005) recentemente estudaram a biohidrogenagéo do &cido a-
linolénico e propuseram a formacg&o dos conjugados triendicos Cig:3 Cis-9, trans-11, cis-
15 e Cig3 cis-9, trans-13, cis-15, na proporcdo de 4:1, respectivamente, como 0S
primeiros intermediarios apos a isomerizagéo inicial do acido a-linolénico. Ao final das
sequéncias de reducdes, também h& a formacdo de Cig; trans-11 e de Cig trans-13,
como intermediarios monoenadicos, sendo o primeiro o mais abundante.

J4 a biohidrogenacdo dos acidos graxos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA), presentes em maiores quantidades no 6leo de peixe, parece
resultar numa gama muito grande de intermediarios pouco conhecidos. O mecanismo
de biohidrogenacdo de EPA e DHA é muito mais complexo e ndo esta totalmente
compreendido.

Outra forma de sintese de CLA é a endégena, que envolve a enzima A°-
dessaturase e Cig; trans-11 como substrato (CORL et al., 1998; CORL et al., 2001;
GRIINARI et al., 2000; MOSLEY et al., 2006). Esta enzima atua adicionando uma
insaturacéo no carbono 9 do &cido vaccénico, formando o CLA cis-9, trans-11, ou em
acidos graxos saturados, como o acido estearico, formando acidos graxos
monoinsaturados, como o &cido oléico. Este € um processo importante na manutencao
da fluidez do leite (CHILLIARD et al., 2000).

O aumento da concentracdo de CLA no leite pode ser obtido por estratégias de
alimentacdo de vacas leiteiras que busquem o aumento do préprio CLA no rimen como
também de seu precursor para sintese enddgena, o acido vaccénico (BAUMAN; LOCK,
2006). Harfoot; Noble e Moore (1973) mostraram que altos teores de acido linoléico
inibem irreversivelmente a hidrogenacéo de &cido trans-11 octadecendico, aumentando
a quantidade de substrato para sintese endégena do CLA cis-9, trans-11.

O Oleo de peixe também promove um aumento significativo na concentracdo de

Cig1 trans-11 na gordura do leite, com reducédo drastica dos niveis de &cido estearico



15

(Cis80), 0 que corrobora com a teoria de inibicdo deste passo no processo de
biohidrogenagdo (ABUGHAZALEH et al., 2002; DONOVAN et al.,2000; SHINGFIELD et
al., 2003; SHINGFIELD et al., 2006; WHITLOCK et al., 2002, WHITLOCK et al., 2006).
Porém este efeito parece ser muito mais acentuado com a adi¢do do 6leo de peixe do
gue em dietas com lipidios de origem vegetal (RAMASWAMY et al., 2001; WHITLOCK
et al., 2002). Abughazaleh et al. (2002) e Whitlock et al. (2002) observaram que,
embora o acido vaccénico e CLA tenham poucos precursores em dietas contendo 6leo
de peixe, estes dois intermediarios tem sua concentracdo elevada, indicando haver
interferéncia do EPA e DHA na biohidrogenacdo dos acidos linoléico e linolénico
provenientes de outras fontes de lipidios da dieta. Consistente com esta hipoétese,
Whitlock et al. (2002) e Ramaswamy et al. (2001) observaram sinergismo na
associacdo do 6leo de peixe com outra fonte de gordura insaturada em aumentar a
concentracao de CLA no leite.

A sintese endogena tem sido demonstrada, por diversos autores, ser mais
importante que a biohidrogenacao ruminal na secrecdo de CLA no leite. Griinari et al
(2000) infundiram, no abomaso de vacas em lactacdo, 10 g por dia de Oleo de
esterculina, rico em &cidos ciclopropendicos e potente inibidor da enzima A°-
dessaturase, e observaram que 64% do CLA do leite era de origem enddgena. Em um
trabalho semelhante, Corl et el. (2001) também infundiram no abomaso de vacas em
lactacdo o Oleo de esterculina e observaram uma reducdo de 60-65% no teor de CLA
do leite.

Consistente com a constatacdo da importancia da sintese enddégena na secrecao
de CLA, Piperova et al. (2002) mostraram que o fluxo de CLA para o duodeno era muito
menor do que a secrecdo deste na gordura do leite. A relagdo acido vaccénico:CLA no
duodeno, que foi ao redor de 60:1, caiu para menos de 6:1 na gordura do leite. Neste
trabalho, mesmo se todo o CLA presente no duodeno fosse secretado na gordura do
leite, ainda assim a sintese enddgena contribuiria com 93% do total de CLA. Outro fato
que reforca a importancia da sintese endogena foi a descoberta do CLA trans-7, cis-9
(YURAWECS et al.,1998), o segundo isdmero mais abundante de CLA. Este isbmero

de CLA néo é intermediario na biohidrogenag¢do de nenhum &acido graxo poliinsaturado
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e Corl et al. (1998) demonstraram que o CLA trans-7, cis-9 era produzido quase que
exclusivamente pela sintese enddgena.

A comprovacdao definitiva do papel da sintese enddgena na secrecdo de CLA no
leite foi realizada por Mosley et al. (2006) com a infusdo no abomaso de 1,5 g de acido
vaccénico marcado com °C. Estes autores observaram que a sintese enddgena foi
responsavel por 83,1% do CLA do leite e que, devido & auséncia de leitura de *C no
CLA do plasma, a glandula mamaria foi o principal sitio de acéo da A°- dessaturase em
vacas em lactacao.

Outro isbmero de CLA importante é o trans-10, cis-12. Ao contrario do anterior,
este ndo é sintetizado pelos tecidos animais, sendo resultado apenas da
biohidrogenacéo parcial de acidos graxos poliinsaturados no raimen. Porém a formacao
do CLA trans-10, cis-12 esta ligado a certas dietas que causam grande reducdo na
secrecao de gordura do leite em ruminantes, conhecida como depresséo da gordura do
leite (DGL), cujo mecanismo envolve inter-relacdo entre processos microbianos no
rimen e o metabolismo em tecidos.

Trés principais teorias foram propostas para explicar a DGL, sendo que duas
delas relacionam a DGL a limitagdo de substratos lipogénicos para a glandula mamaria,
devido a suposta reducao na producéo de acido acético e butirico no ramen (SUTTON,
1989) ou por competicdo, mediada pela insulina, entre a glandula maméaria e outros
tecidos (McCLYMONT; VALLANCE, 1962). Apenas a segunda teoria, chamada de
insulino-glicogénica, explica parcialmente a reducdo da gordura do leite, e s6 nas
situacdes onde h& maior dependéncia da mobilizacdo de lipidios das reservas
corporais, como em vacas no inicio da lactagdo. A reducdo na gordura do leite é, neste
caso, devido a diminuicdo dos acidos graxos de cadeia longa.

Uma terceira teoria propde uma inibicédo direta da sintese de gordura da glandula
mamaria por acdo de &cidos graxos trans, formados no rimen pela biohidrogenacao
incompleta de &cidos graxos poliinsaturados presentes na dieta (DAVIS; BROWN,
1970). Esta teoria surgiu porque varios trabalhos encontraram forte relagcdo entre o
aumento na concentracdo de acidos graxos trans e DGL (ASTRUP et al., 1976; BANKS
et al.,, 1980; BANKS et al.,, 1984; GAYNOR et al., 1994; GAYNOR et al., 1995;
ERDMAN, 1999; apud BAUMAN; GRIINARI, 2003).
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Embora a concentracdo de &cidos graxos trans fosse elevada no leite de todas
as vacas com DGL, existiam algumas situagdes onde ndo havia DGL e a concentragdo
destes &cidos também era alta (SELNER; SCHULTZ, 1980; KALSCHEUR et al., 1997),
criando davidas sobre esta teoria. Até que Griinari et al. (1998) demonstraram que o
padréo de isbmeros trans e n&o o total de isbmeros trans era a chave para explicar a
reducdo na gordura do leite induzida pela dieta. Estes autores mostraram que a
diminuicdo na gordura do leite estava associada com o aumento na producédo de Cigg
trans-10, e também estabeleceram que duas condicbes eram necessdarias para se
observar DGL induzida pela dieta: o suprimento dietético de acidos graxos
poliinsaturados e uma mudanca na atividade microbiana no rimen, provocada por altos
teores de concentrado na dieta.

Esta mudangca na atividade microbiana envolve a alteragdo no processo de
biohidrogenagéo que resulta num aumento na formacdo de C18:1 trans-10 e seus
intermediarios. A diminuicdo do pH ruminal resulta em mudanca da populacdo
microbiana e consequente alteracdo no padrdo dos produtos finais de fermentacdo
(Van SOEST, 1994). Leat et al. (1977) mostraram que mudancas na populacdo
bacteriana no rumen estdo associadas com modificacbes no processo de
biohidrogenacgéo consistentes com a alteracédo do perfil de 4cidos trans-octadecenoicos
achados nos lipideos da digesta ruminal e nos tecidos. Durante esta situacdo, o acido
octadecendico trans-10 substitui 0 Cig;; trans-11 como o predominante isdbmero Cigi
trans na gordura do leite.

A producéo de C;g trans-11 é maior em situagfes de dietas ricas em fibra e isto
pode estar relacionado ao fato de que a bactéria celulolitica Butyrivibrio fibrisolvens,
utilizada como bactéria padrdo para formacdo de CLA in vitro, cresce melhor nestas
condicbes. Como ela possui a isomerase trans-11, ela produz o CLA cis-9, trans-11
como o primeiro intermediario na sequéncia de biohidrogenacédo do &cido linoléico e o
Ciga trans-11 apés a reducao da ligacao cis (KEPLER; TOVE, 1967). Ja em dietas com
baixo teor de fibra, tipicas de vacas leiteiras de alta producao, ha o desvio na seqiiéncia
de biohidrogenacdo devido ao favorecimento de outras bactérias, tais como
Megasphaera elsdenii. Estas utilizam lactato como substrato e, como possuem a

isomerase trans-10, produzem o CLA trans-10, cis-12 como o primeiro produto da
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biohidrogenacéo. Na sequéncia de biohidrogenacéo, a reducdo das ligacdes cis deste
CLA produz o Cjg. trans-10 (KIM et al., 2002).

Embora o aumento de Cig.; trans-10 na gordura do leite tem sido observado em
dietas que causam DGL, sua funcdo como inibidor da sintese de gordura do leite ndo
tem sido examinada diretamente devido a falta deste metabdlito puro. Em contraste,
estudos tém claramente demonstrado que o CLA trans-10, cis12 € potente inibidor da
sintese de gordura do leite em vacas leiteiras (BAUMGARD et al., 2000; PIPEROVA et
al., 2000; VISWANADHA et al., 2003).

O efeito do CLA trans-10, cis-12 na reducéo da sintese de lipidios na glandula
mamaria € devido, pelo menos em parte, a inibicdo da atividade das enzimas
lipogénicas Acetil-CoA Carboxilase e Sintase de Acido Graxo (PIPEROVA et al., 2000;
HAYASHI; MEDEIROS; LANNA, 2002). Reducédo do contetdo da gordura do leite tem
sido mostrado ser principalmente decorrente da reducdo de acidos graxos sintetizados
de novo pela glandula mamaria (PIPEROVA et al., 2000).

Loor e Herbein (2003) enfatizam que este isbmero de CLA também inibe a
enzima A°- dessaturase, o que resulta numa reducédo ainda maior na gordura do leite.
Neste trabalho, os autores observaram aumento na concentragéo de Cigo e redugéo de
Cig1 Na gordura do leite; ambos s&o, respectivamente, substrato e produto da A°-
dessaturase, sendo que a redugéo de Cjg:1 respondeu por 40% da reducdo na producgéo
total de acidos graxos do leite. Bauman e Lock (2006) afirmaram que a inibicdo da A®-
dessaturase s6 ocorreu em situagdes onde a dose de CLA trans-10, cis-12 promoveu
reducdes na producédo de gordura do leite maior do que 20%.

A infusdo de doses crescentes de CLA trans-10, cis-12 (PETERSON;
BAUMGARD; BAUMAN, 2002) ou o fornecimento de uma dieta que causa DGL
(PETERSON; MATITASHVILI; BAUMAN, 2003) promoveram uma reducéo da producao
de gordura e a andlise do perfil da gordura do leite mostrou que a reducéo foi devida
tanto aos acidos graxos sintetizados de novo pela glandula mamaria quanto pelos
acidos graxos pré-formados provenientes da circulagdo sanguinea.

Uma reducao coordenada da abundancia de RNAm de varios genes de enzimas
ligadas a sintese de novo de acidos graxos (acetil CoA carboxilase, acido graxo

sintase), ao consumo e transporte de acidos graxos circulantes (lipoproteina lipase,
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proteina ligadora de &cidos graxos), a dessaturacéo de acidos graxos (A°- dessaturase),
a sintese de trigliceridio (acil graxo CoA ligase, glicerol fosfato acil transferase e acil
glicerol fosfato acil transferase) foi observada em vacas recebendo dieta que causa
DGL (PETERSON; MATITASHVILI; BAUMAN, 2003). A resposta bioquimica descrita
acima suporta a hipotese de que a reducdo na produgcdo de gordura envolve uma
coordenada regulacdo de enzimas lipogénicas na glandula mamaria, através de um
controle central no metabolismo de lipidios desenvolvido por proteinas chamadas de
SREBP (sterol response element-binding protein) (BAUMAN; LOCK, 2006).

Ao contrario do que se observa quando da suplementacdo da dieta com lipidios
de origem vegetal, reducdes significativas de teor e secrecao da gordura do leite tém
sido observadas em resposta a inclusao de 6leo de peixe na dieta, mesmo quando esta
apresenta teores adequados de fibra (CHILLIARD et al., 1999; GAMA, 2004; OFFER et
al., 1999; AROLA et al., 2002). Além disso, a DGL observada neste caso ndo esta
associada a aumentos no teor de CLA trans-10, cis-12 e ndo se sabe qual o fator que
inibe a sintese de gordura do leite (GRIINARI et al., 2000; OFFER et al., 2001).

Os acidos graxos de cadeia longa, presentes no Oleo de peixe, sao potentes
inibidores da secrecdo de gordura pela glandula mamaria, porém o efeito € mais
pronunciado quando o Oleo € administrado no rimen do que quando infundido
diretamente no abomaso (CHILLIARD et al., 1999).

Em um trabalho de reviséo, Chilliard; Ferlay e Doreau (2001) observaram uma
reducdo media de 9,1 g/kg na gordura do leite com a inclusdo de 180-450 g de oOleo de
peixe na dieta de 27 grupos de vacas. Estes mesmos autores observaram também que
as principais mudancas no perfil de acidos graxos da gordura do leite foram as
reducdes dos teores de acido palmitico, acido estearico e oléico e aumentos nos teores
de acidos C18:1 trans. O aumento nos teores de C18:1 trans foi devido principalmente
(74 a 82%) ao isbmero C18:1 trans-11, junto com pequenos aumentos nos isémeros
C18:1 trans-6, trans-9, trans-10 e cis-11. O conteudo de CLA aumentou de 0,2-0,6%
nas dietas controle para 1,5-2,7% nas dietas suplementadas com 0Oleo de peixe.

O o6leo de peixe aumenta a concentracdo na gordura do leite de acido vaccénico
e de CLA, porém ele contém baixas quantidades de precursores destes acidos graxos.

Por isso acretida-se que o Oleo de peixe aumenta a conversao de acido linoléico e
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linolénico de outros ingredientes da dieta em &cido vaccénico e CLA através da inibicdo
do ultimo passo do processo de biohidrogenagédo (CHILLIARD; FERLAY; DOREAU,
2001; SHINGFIELD et al., 2003). O aumento do teor de acido vaccénico com o 6leo de
peixe é importante porque tanto os bovinos (GRIINARI et al., 2000) e humanos
(ADLOF; DUVAL; EMKEN, 2000) sdo capazes de sintetizar CLA a partir do &cido
vacceénico.

Devido ao efeito do 6leo de peixe sobre o consumo de matéria seca (CMS) de
vacas em lactacao, varios trabalhos tém buscado utilizar o 6leo de peixe em associa¢cao
com outras fontes de acidos graxos poliinsaturados para aumentar o teor de CLA do
leite, mas sem afetar negativamente o consumo de alimentos. WHITLOCK et al. (2002)
observaram que a mistura de 6leo de peixe com outras fontes de acido linoléico, como
a soja extrusada, aumenta mais o teor de CLA no leite do que o esperado pelo efeito
dos 6leos separados. Para verificar qual o menor teor de 6leo de peixe necessario para
aumentar o teor de CLA no leite, WHITLOCK et al (2006) estudaram o efeito da adicéo
de doses crescentes (0,33, 0,67 e 1%) de Oleo de peixe misturadas com doses
decrescentes de 6leo de soja para conjuntamente fornecer 2% de 6leo na dieta e
observaram que n&o houve incremento entre as doses de 6leo de peixe no teor de CLA
e acido vaccénico. Os autores sugerem que doses menores de Oleo de peixe podem
afetar o ambiente ruminal para produzir mais CLA e seus precursores sem o risco de
afetar negativamente o CMS e a produgéo de leite.

Chilliard; Ferlay e Doreau (2001) citam varios mecanismos de acao que podem
explicar o efeito negativo do 6leo de sobre a secrecdo de gordura do leite, que ainda
permanece desconhecido. O 6leo de peixe tem um efeito inibidor por si, como
demonstrado nos experimentos com infusdo pés-ruminal, mas a redugcdo no teor de
gordura (-3 a -4 g/kg) € muito menor do que quando administrado na dieta. A
diminuicdo na relagdo C18:1/C18:0 no leite apds a infusdo duodenal pode indicar um
efeito inibitério especifico sobre a expressao génica da delta-9 dessaturase. Um efeito
sobre o componente tioesterase do complexo enzimatico sintase de acido graxo pode
ser predito da diminuicdo especifica do conteddo do &cido palmitico na infusdo

duodenal de 6leo de peixe. O 6leo de peixe ou os produtos do seu metabolismo tem
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efeito inibitorio sobre a lipase lipoprotéica e reducdo no mRNA desta enzima na
glandula mamaéria foi observada nesta situagdo (AHNADI et al., 1998).

Chilliard; Ferlay e Doreau (2001), estudando 24 grupos de vacas que receberam
Oleo de peixe na dieta, observaram que a reducao no teor de gordura do leite foi melhor
explicada pela quantidade de EPA (r* = 0,75) do que pela quantidade de DHA (r* =
0,21) ou de 6leo de peixe (r* = 0,38). Porém, AbuGhazaleh e Jenkins (2004),
trabalhando com culturas ruminais mistas, identificaram o DHA, quando incubado com
acido linoléico, como o componente ativo do 6leo de peixe que promove acumulo de
acido vaccénico. Este resultado ndo exclui o EPA ou os produtos de seu metabolismo
como possiveis causadores da reducdo na secrecao do leite.

Outros acidos graxos omega 3 (n-3) presentes no 6leo de peixe, como o acido
eicosatriendico (Czo:3 N-3) e docosatriendico (Czz:3 n-3), também foram testados como
possiveis componentes capazes de aumentar o teor de acido vaccénico, mas nado
mostraram nenhum efeito (ABUGHAZALEH et al., 2006).

O 6leo de peixe € rico em &cidos graxos de cadeia mais longa e com maior grau
de insaturacdo do que os normalmente presentes em Oleos vegetais. Estes acidos
graxos, principalmente o EPA (Cy:5 n-3) e 0 DHA (Cz2:6 N-3), sdo potencialmente mais
toxicos para as bactérias ruminais. Além disso, as alteragdes na populacdo microbiana
induzidas por dietas baixas em fibra parecem nao afetar as bactérias que produzem o
fator inibidor da sintese de gordura do leite em dietas contendo 6leo de peixe. Estes
fatos, somados ao desconhecimento do processo de biohidrogenacéo de acidos graxos
com mais de trés insaturacdes, demonstram grande necessidade de maiores estudos
sobre o efeito do 6leo de peixe na biohidrogenacao de lipidios no rimen e na sintese de
gordura na glandula mamaria.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o perfil de acido graxos da gordura do
leite e o fluxo de nutrientes e de &cidos graxos que escapam do rumen em vacas
leiteiras alimentadas com dietas com 6leo de soja ou 6leo de peixe e com dois teores

de concentrado na dieta.
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2 PRODUCAO, COMPOSICAO E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO LEITE DE
VACAS LEITEIRAS RECEBENDO DIETAS COM DOIS TEORES DE
CONCENTRADO E COM OLEO DE SOJA OU DE PEIXE

Resumo

Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos do teor de concentrado e da
fonte de 6leo sobre a producdo e composicdo do leite e perfil de acidos graxos da
gordura do leite de vacas leiteiras. Foram utilizadas quatro vacas Holandesas, com
canulas ruminais, 109 + 10 dias em lactacdo, producdo média de 31,24 + 8,57 kg de
leite e peso médio de 652 + 37 kg, no inicio do experimento. Foi utilizado o
delineamento experimental em Quadrado Latino 4x4, com periodos de 21 dias, sendo
0os 14 primeiros para adaptacdo e os sete Ultimos para colheita de amostras, com
arranjo fatorial (2x2) dos tratamentos. Os tratamentos foram dietas totais misturadas,
contendo silagem de milho e suplementadas com baixos (40%) ou altos (60%) teores
de concentrado e com 2% de 6leo de soja ou 6leo de peixe na matéria seca (MS). Nao
houve efeito do teor de concentrado e nem da interagédo entre a fonte de 6leo e o teor
de concentrado para nenhuma variavel estudada. A presenca do 6leo de peixe na dieta
reduziu as producdes de leite (28,72 x 24,34 kg/d, respectivamente para 6leo de soja e
peixe - todos os demais dados estdo na mesma ordem), gordura (0,796 x 0,562 kg/d),
proteina (0,806 x 0,630 kg/d) e sdlidos totais (2,995 x 2,411 kg/d) e os percentuais de
gordura (2,81 x 2,34%) e proteina (2,82 x 2,59%) do leite. O tratamento com 6leo de
peixe aumentou os &cidos graxos insaturados (30,12 x 35,56%), acidos graxos
monoinsaturados (25,69 x 29,71%) e os acidos graxos poliinsaturados (4,43 x 5,85%), e
reduziu os acidos graxos saturados (69,66 x 60,05%), em relacdo ao 6leo de soja. O
tratamento com Oleo de peixe reduziu o teor de Cigo (18,90 x 6,82%) e aumentou a
maioria dos isdbmeros trans octadecendicos da gordura do leite, principalmente de trans-
11 Cy51 (2,84 x 9,75%). Os teores de CLA cis-9, trans-11 (0,61 x 1,41%) e de Cyp.5 (0,05
x 0,28%) e Cy6 (0,04 x 0,24%) foram aumentados na gordura do leite com as dietas
com Oleo de peixe. Nao houve efeito de 6leo para o CLA trans-10, cis-12 (P=0,61). O
Oleo de peixe diminuiu a producdo de leite, alterou composicao e o perfil de acidos
graxos do leite e promoveu aumento dos teores de CLA, &cido vaccénico e acidos
graxos poliinsaturados (n-3), em relacéo ao 6leo de soja.

Palavras-chave: Acidos graxos trans; Acido linoléico conjugado; Biohidrogenacao;
Depressao da gordura do leite
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MILK PRODUCTION, COMPOSITION AND FATTY ACID PROFILE IN DAIRY COWS
FED DIETS WITH TWO LEVELS OF CONCENTRATE AND SUPPLEMENTED WITH
SOYBEAN OR FISH OIL

Abstract

The objective this work was to evaluate the effect of concentrate level and source
of oil on milk production, composition and fatty acid profile in dairy cows. Four Holstein
cows, fitted with rumen cannula, averaging 109 + 10 days in milk, producing 31.24 +
8.57 kg milk per day and live weight 652 + 37 kg, at start of the trial, were used ina 2 x 2
factorial arrangement of treatments applied to a 4 x 4 Latin square design. Length of
periods were 21 days, including 14 days of adjustment to the experimental diets
followed by seven days of sampling. Treatments were 4 different diets (total mixed
ration) containing maize silage supplemented with low (40%) or high (60%) levels of
concentrate and 2% of soybean oil or fish oil on a dry matter (DM) basis. Concentrate
level and interaction of concentrate level and oil source had no effect on any variable.
Milk yield (28.72 x 24.34 kg/day, respectively for soybean oil and fish oil — all data is in
the same order), fat yield (0.796 x 0.562 kg/day), protein yield (0.806 x 0.630 kg/day),
total solids yield (2.995 x 2.411 kg/day), fat percentage (2.81 x 2.34%) and protein
percentage (2.82 x 2.59%) decreased when fish oil was present. Fish oil increased
unsaturated fatty acids (FA) (30.12 x 35.56%), monounsaturated FA (25.69 x 29.71%)
and polyunsaturated FA (4.43 x 5.85%), and decreased saturated FA (69.66 x 60.05%),
when compared to soybean oil. Fish oil reduced Cig (18.90 x 6.82 %) and increased
most trans octadecenoics isomers of milk fat, mainly trans-11 Cjg; (2.84 x 9.75%).
Levels of cis-9, trans-11 CLA (0.61 x 1.41%), Cos5 (0.05 x 0.28%) and Cz: (0.04 x
0.24%) were increased in milk fat of cows offered fish oil. Fish oil decrease milk
production, changed milk composition and fatty acids profile and increased cis-9, trans-
11 CLA, trans-11 C18:1 and PUFA (n-3) when compared to soybean oil.

Keywords: Biohydrogenation; Conjugated linoleic acid; Milk fat depression; Trans fatty
acids
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2.1 Introducéo

A busca por uma melhor qualidade de vida e a maior consciéncia da populagao
sobre a associagao entre saude e dieta, sdo crescentes no mundo atual. Neste sentido,
alimentos que contém componentes que tém efeitos benéficos a saude, que vao além
do valor nutritivo tradicional, também conhecidos como alimentos funcionais, devem
fazer, cada vez mais, parte da dieta humana. Um destes componentes € o acido
linoléico conjugado (CLA).

O CLA é uma classe de isdbmeros do acido linoléico com comprovada acéo
anticancerigena (PARIZA et al., 1979). Outros efeitos benéficos a saude também tém
sido descobertos, como redugdo na deposicdo de gordura corporal, alteracdo na
particdo de nutrientes, efeitos antidiabetogénicos, reducdo no desenvolvimento de
aterosclerose, aumento na mineralizacdo 0ssea e modulacdo do sistema imune
(McGUIRE; McGUIRE, 2003).

A principal fonte de CLA na dieta humana sdo os produtos originarios de animais
ruminantes (BAUMAN et al., 1999). O CLA encontrado na gordura do leite e na carne
de ruminantes tem duas origens: a biohidrogenacao parcial do acido linoléico no rimen,
onde o CLA cis-9, trans-11 é formado como um intermediario transitério (HARFOOT;
HAZLEWOOD, 1988), e a sintese enddégena no tecido adiposo e glandula mamaria,
através da acdo da enzima A°- dessaturase sobre o Cig; trans-11 (CORL et al., 1998;
CORL et al., 2001; GRIINARI et al., 2000; MOSLEY et al., 2006).

O método mais eficaz de aumento no teor de CLA na gordura do leite é através
da manipulacdo da dieta de vacas leiteiras e isto pode ser obtido por estratégias de
alimentacdo que busquem o aumento tanto do préprio CLA no rimen como também de
seu precursor para sintese enddgena, o acido vaccénico (BAUMAN; LOCK, 2006).
Porém, a sintese enddégena tem sido mostrada ser mais importante que a
biohidrogenacéo ruminal na secrecdo de CLA no leite, contribuindo com 64 a 93% do
CLA do leite (CORL et el.,, 2001; GRIINARI et al.,, 2000; MOSLEY et al., 2006;
PIPEROVA et al., 2002).

Harfoot; Noble e Moore (1973) mostraram que altos teores de acido linoléico

inibem a hidrogenacédo de &cido trans-11 octadecendico, aumentando a quantidade de
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substrato para sintese endogena do CLA cis-9, trans-11. O 6leo de peixe também
promove um aumento significativo na concentracdo de Cjg; trans-11 na gordura do
leite, com reducédo drastica dos niveis de acido estearico (ABUGHAZALEH et al., 2002;
DONOVAN et al.,2000; SHINGFIELD et al., 2003; SHINGFIELD et al., 2006;
WHITLOCK et al., 2002, WHITLOCK et al., 2006). Porém este efeito parece ser muito
mais acentuado com a adicdo do 6leo de peixe do que em dietas com lipidios de origem
vegetal (RAMASWAMY et al., 2001; WHITLOCK et al., 2002). Abughazaleh et al. (2002)
e Whitlock et al. (2002) observaram que, embora o &cido vaccénico e CLA tenham
poucos precursores em dietas contendo 6leo de peixe, estes dois intermediarios tem
sua concentracdo elevada, indicando haver interferéncia do EPA e DHA na
biohidrogenacdo dos &cidos linoléico e linolénico provenientes de outras fontes de
lipidios da dieta.

Bauman e Lock (2006) apontaram quatro fatores que poderiam contribuir para o
aumento do teor de CLA no leite: 1) aumento na ingestdo de &cidos graxos
poliinsaturados de 18C (acido linoléico e linolénico); 2) manutencdo do processo de
biohidrogenacédo que resulta na producdo de acido vaccénico como intermediério; 3)
inibicdo do dltimo passo no processo de biohidrogenagdo para acumulo do acido
vaccénico; 4) aumento na atividade da A’ — dessaturase na glandula mamaéria. Estes
autores também comentam que a inibicdo do dUltimo passo no processo de
biohidrogenacéo pode ser realizada pela modificacdo do ambiente ruminal através da
dieta, como alteracdes na proporcdo de forragem:concentrado, restricdo alimentar e,
principalmente, pelo uso de 6leo de peixe na dieta.

A tentativa de se aumentar a concentragdo de CLA no leite, através da adigéo de
fontes de gorduras poliinsaturadas em dietas de vacas leiteiras com alto concentrado,
tem levado, entretanto, a reducao no teor de gordura do leite, denominada sindrome da
depresséo da gordura do leite (DGL). A DGL é caracterizada por uma diminuicdo na
secrecdo da gordura do leite, devido a inibicdo da sintese de lipidio na glandula
mamaria e modificacdo no perfil de acidos graxos do leite, com reducdo dos acidos
graxos de cadeia curta e com aumento no teor de C;g; trans-10. Esta € uma situacéo
classica de DGL (GRIINARI et al., 1998). Posteriormente se comprovou que o CLA



32

trans-10, cis-12 € o maior responsavel pela reducéo do teor de gordura do leite nestas
condi¢cdes (BAUMGARD et al., 2000).

A mudanc¢a no padréo de biohidrogenacgédo ruminal no sentido da formacéo de
trans-10 Cig.1, as custas de trans-11 Cig.1, diminui 0 substrato para a sintese enddégena
de CLA cis-9, trans-11 pela enzima A° — dessaturase e pode contribuir para uma menor
secrecao de CLA na gordura do leite (SHINGFIELD et al., 2005).

O uso de Oleo de peixe como fonte de lipidios poliinsaturados também tem
causado a DGL, porém este efeito parece ser independente dos teores de fibra da dieta
(GAMA, 2004) e nao esta relacionado com a formacdo do CLA trans-10, cis-12
(CHILLIARD et al., 2000; LOOR et al., 2005). Em vérios trabalhos com 6leo de peixe, ha
fortes indicios de que existem outras moléculas que inibem a sintese de gordura do
leite além do Cig:» trans-10, cis-12.

O 6leo de peixe € rico em &cidos graxos de cadeia mais longa e com maior grau
de insaturacdo do que os normalmente presentes em Oleos vegetais. Estes acidos
graxos, principalmente o EPA (Czo.5 N-3) € 0 DHA (Cz26 N-3), s@o potencialmente mais
toxicos para as bactérias ruminais. Além disso, as alteragBes na populagdo microbiana
induzidas por dietas baixas em fibra parecem nao afetar as bactérias que produzem o
fator inibidor da sintese de gordura do leite em dietas contendo 6leo de peixe. Estes
fatos, somados ao desconhecimento do processo de biohidrogenacéo de acidos graxos
com mais de trés insaturacdes, indicam a necessidade de mais estudos sobre o efeito
do oleo de peixe na biohidrogenacéo de lipidios no rimen e na sintese de gordura na
glandula mamaria.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a producdo e composicéo do leite e 0
perfil de acido graxos da gordura do leite de vacas leiteiras alimentadas com dietas com

dois teores de concentrado e suplementadas com 6leo de soja ou de peixe.
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2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), em Piracicaba — SP, no periodo de julho
a dezembro de 2005.

Foram utilizadas quatro vacas leiteiras da raca Holandesa, com céanulas
ruminais, com 109 + 10 dias em lactacao, producdo média de 31,24 + 8,57 kg de leite e
peso meédio de 652 + 37 kg, no inicio do experimento. Foi utilizado o delineamento
experimental em Quadrado Latino 4x4, com quatro periodos de 21 dias, sendo os 14
primeiros para adaptacao e os sete Ultimos para colheita de amostras. Os tratamentos
consistiram de um arranjo fatorial 2x2, sendo duas doses de concentrado (40 e 60% da
MS da dieta) e duas fontes de 6leo (2% de 6leo de soja ou de 6leo de peixe na MS da
dieta). Foi criado um periodo inicial, chamado de basal, onde as vacas receberam uma
dieta sem Oleo e com 40% de concentrado, para ser usado como um valor de
referéncia, ja que todos os tratamentos deste experimento continham 6leo na dieta.

A dieta teve como Unico volumoso a silagem de milho e o concentrado foi
composto por milho, farelo de soja, nucleo mineral e vitaminico, além da incluséo de 2%
de 6leo de soja ou de peixe utilizados nos tratamentos. As dietas foram formuladas para
atender ou exceder os requerimentos para vacas em lactacdo com producéo de 30 kg
de leite ao dia, segundo o NRC (2001), com excec¢do da proteina bruta, que foi inferior
ao recomendado. A proporcdo dos ingredientes e a composi¢cdo quimico-bromatolégica
das dietas experimentais estdo apresentadas na Tabela 1 e o perfil de acidos graxos na
Tabela 2. O concentrado e a silagem de milho foram misturados imediatamente antes

de serem oferecidos as vacas.
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Tabela 1 — Proporcao dos ingredientes e composicao quimico-bromatologica das dietas

experimentais

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
Ingredientes Teor de concentrado® Teor de concentrado
Basal’ Alto Baixo Alto Baixo
Proporc¢éo dos Ingredientes, %
Silagem de milho 60,13 40,02 60,13 40,02 60,13
Milho moido 16,26 34,12 14,02 34,12 14,02
Farelo de soja 20,44 20,70 20,68 20,70 20,68
Oleo de Soja - 2 2 - -
Oleo de Peixe - - - 2 2
Nucleo mineral® 1,52 1,52 1,52 1,52 1,52
Calcareo 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal comum 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Oxido de Magnésio 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
Vitamina A® 0,00013 0,000145 0,0001 0,00015 0,000135
Vitamina E° 0,00124 0,00135 0,001 0,0014 0,0013
Composicao bromatoldgica, %

PB 15,33 13,83 14,63 14,77 14,25
EE 2,89 4,66 4,35 4,79 4,43
FDN 34,42 27,73 32,01 27,91 32,73
FDA 20,35 16,10 19,20 16,20 19,31
CHO 74,39 75,50 73,76 73,73 74,36
CNF 39,97 47,78 41,75 45,82 41,63
Cinzas 7,38 6,01 7,26 6,71 6,96
EL, (Mcal/kg MS)’ 1,63 1,82 1,71 1,82 1,71

2 % de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.

2Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.

®Dieta sem 6leo e com 40% de concentrado.

“Composicao por kg: P — 55 g; Ca— 220 g; Mg — 35 g; S — 22 g; Na— 70 g; Cl — 105 g; Mn — 1500 mg; Fe
— 500 mg; Zn — 1550 mg; Cu — 450 mg; Co — 50 mg; | — 40 mg; Se — 20 mg; vitamina A 90.000 UI;

vitamina D; 75.000 Ul; vitamina E 1.000 ULI.

®Composicao por kg: 500.000.000 Ul de vitamina A.
®Composicao por kg: 500.000 Ul de vitamina E.

"Calculado a partir do NRC (2001).
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Tabela 2 — Perfil de acidos graxos das dietas experimentais e dos 6leos de soja e peixe

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe

Acidos Teor de concentrado® Teor de concentrado Oleo

Graxos Basal’ Alto Baixo Alto Baixo Soja Peixe
Ci20 0,19 0,21 0,11 0,27 0,16 nd 0,08
Cia0 3,37 1,99 1,21 5,13 5,15 0,11 5,55
Cia 0,01 0,00 0,00 0,02 0,02 nd 0,04
Ciso 0,23 0,28 0,15 0,32 0,18 nd nd
Cis0 20,70 20,84 18,52 22,70 20,74 13,32 15,84
Cis1 2,09 0,32 0,20 3,51 4,35 0,10 6,38
Ciz0 0,39 0,29 0,22 0,52 0,53 0,09 0,42
Ci71 0,14 0,01 0,02 0,23 0,29 0,04 0,43
Ciso 9,37 10,48 8,24 10,66 8,09 4,47 3,88
Cisa 24,32 25,41 24,28 24,56 23,05 21,11 15,62
Cig:2 19,71 28,13 35,80 6,51 8,40 50,80 6,40
Cis:s 2,11 2,96 3,90 0,70 0,90 6,19 1,35
Coo1 0,14 0,10 0,20 0,03 0,22 nd nd
C204 0,12 0,20 0,26 0,01 0,03 0,41 0,05
Coz2 0,44 0,04 0,07 0,72 0,95 nd 1,29
Caoos 3,67 1,09 0,59 6,08 6,91 nd 9,33
Cas 3,42 nd nd 6,00 7,66 nd 11,30
outros 9,57 7,66 6,23 12,04 12,36 3,36 22,05

2 % de 6leo de peixe ou 2% de bleo de soja na MS da dieta.
2Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.
®Dieta sem 6leo e com 40% de concentrado.

“nd - N3o detectado.

As vacas foram mantidas presas por corrente em baias individuais e alimentadas
duas vezes ao dia, as 8:00 e as 17:00h, e as sobras foram retiradas e pesadas na
manha do dia seguinte. O nivel de oferta da dieta foi ajustado para manter 10% de
sobras. Durante os periodos de colheitas, amostras de silagem de milho, concentrado e
sobras de alimentos foram colhidas de cada vaca todos os dias e congeladas.
Posteriormente estas amostras foram descongeladas e misturadas para compor uma
amostra por periodo e por vaca. A silagem de milho foi reconstituida de forma a obter
uma amostra por periodo.

Nas amostras de silagem de milho, concentrado e sobras foram determinados os
teores de matéria seca (MS), cinzas e extrato etéreo (EE), de acordo com a AOAC
(1990). O teor de nitrogénio foi determinado no aparelho Leco FP — 528, sendo o teor
de proteina bruta (PB) obtido pela multiplicacdo do teor de nitrogénio total por 6,25. Os

teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram
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obtidos pelos métodos descritos por Van Soest; Robertson e Lewis (1991), utilizando-se
a-amilase e sulfito de sodio na determinag&o do FDN.

A ordenha foi realizada duas vezes ao dia, as 7:00 e as 18:00h. Nos ultimos trés
dias de cada periodo, o leite de cada ordenha foi pesado, homogeneizado e duas
amostras foram colhidas. Uma amostra foi conservada com Bromopol e enviada ao
Laboratério da Clinica do Leite, ESALQ/USP, onde foram realizadas as analises da
composi¢ao do leite por método infravermelho, em um aparelho Bentley 2000. A outra
amostra foi congelada, sem conservante, para posterior analise do perfil de acidos
graxos da gordura do leite.

Para o calculo da producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura (Plcorr)

utilizou-se a férmula citada por Leiva; Hall e Van Horn (2000):

Plcorr = (12,82*Pgord) + (7,13*Pprot) + (0,323*PL) (2)

Onde: PL = producéao de leite, kg/dia;
Pgord = producéo de gordura, kg/dia;
Pprot = producgédo de proteina, kg/dia.

A partir da equacao sugerida pelo AFRC (1993), calculou-se a concentracao

energética do leite, conforme a formula:

EL (Mcal/kg) = (0,0929*G) + (0,0547*PB) + (0,0395*Lact) )

Onde G, PB e Lact sdo as percentagens de gordura, proteina e lactose do leite.

Apés o fim do experimento, as amostras de leite foram descongeladas e
centrifugadas a 10.000 x g por 30 minutos para a separacédo da gordura. Aliquotas das
amostras de gordura dos ultimos trés dias de colheitas foram misturadas, levando-se
em consideracdo o total de gordura produzido em cada ordenha, para compor uma

Unica amostra por vaca e por periodo.
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Para determinacdo do perfil de &cidos graxos dos alimentos e sobras, os acidos
graxos metil esterificados foram obtidos pelo método descrito por Rodrigues-Ruiz et al.
(1998). Em seguida, o perfil de acidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa
utilizando-se uma coluna capilar de 100 m de silica fundida (CP-Sil 88), hidrogénio
como géas de arraste (1,0 mL/min), detector de ionizacdo de chama (FID), temperatura
do injetor de 250°C e do detector de 300°C, e raz&o de injecdo das amostras de 50:1. O
protocolo de corrida iniciou com 70°C e foi mantido por quatro minutos, depois elevou
13°C/min até 175°C e foi mantido por mais 27 minutos, seguido por mais uma elevagao
de 4°C/min até 215°C e manutencdo por mais nove minutos, e finalmente nova
elevagéo de 7°C/min até 230°C e manuteng&o por mais cinco minutos.

Para a andlise do perfil de acidos graxos da gordura do leite, os lipidios foram
extraidos por uma mistura de solventes organicos (hexano: isopropanol), conforme
Hara e Radim (1978), e a fracdo lipidica foi metilada com uma solucdo béasica de
metoxido de sodio, segundo Christie (1982), com as adaptacdes de Chouinard; Girard e
Brisson (1998). O perfil de &cidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa
utilizando-se uma coluna capilar de 200 m de silica fundida (Varian CP-2571),
hidrogénio como gas de arraste (1,8mL/min), detector de ionizagdo de chama (FID),
temperatura do injetor e detector de 250°C e 300°C, respectivamente, e razdo de
injecdo das amostras de 20:1. O protocolo de corrida para os acidos graxos da gordura
do leite, dos Oleos de soja e peixe iniciou com 100°C e foi mantido por sete minutos,
depois elevou 10°C/min até 165°C e foi mantido por mais cinco minutos, seguido por
mais uma elevagdo de 0,5°C/min até 210°C e manutencdo por mais 10 minutos, e
finalmente nova elevacao de 5°C/min até 240°C e manutenc¢do por mais cinco minutos.

A identificacdo dos acidos graxos se deu por comparacdo de seus tempos de
retencdo com o0s observados em padrées comerciais (C4-C32), como o 18919-1AMP —
SUPELCO, metil-éster da mistura de 37 4cidos graxos, e a manteiga padrdo (CRM 164
- Commission of the European Community Bureau of Reference, Brussels, Belgium). Os
acidos graxos mais importantes foram identificados através de padrbes comerciais
puros: 05632 — SIGMA, metil-éster da mistura dos acidos linoléicos conjugados cis-9,
trans-11 e trans-10, cis-12; V1381 — SIGMA, metil-éster do acido vaccénico; D2659 —
SIGMA, metil-éster do &cido docosahexaendico cis-4, 7, 10, 13, 16, 19 (DHA); E2012 —



38

SIGMA, metil-éster do acido eicosapentaendico cis-5, 8, 11, 14, 17 (EPA). A manteiga
de referéncia padrdo (CRM 164) também foi utilizada para calcular os fatores de
recuperacao de acidos graxos de cadeia curta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia segundo o modelo:

Yim =pn+Ci+0O;+0Cj+ Vi + P + gju

Onde: Yjw € a variavel dependente; u € a media das observagdes; C; € o i-ésimo efeito
do teor de concentrado; O; € o j-ésimo efeito do 6leo; OCj € j-ésimo efeito da interagao;
Vk é 0 -ésimo efeito da vaca; P, € o -ésimo efeito do periodo e ejq € 0 erro
experimental associado a cada observacdo. A analise estatistica foi realizada com o
auxilio do programa SAS (2001), utilizando o comando Proc Mixed, sendo que o efeito
de vaca foi considerado aleatério. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey,

com o nivel de significancia de 5%.

2.2.2 Resultados e Discussao

Como todos os tratamentos deste experimento tiveram 6leo na dieta, foi criado
um periodo inicial, chamado de basal, onde as vacas receberam uma dieta igual as
dietas de baixos teores de concentrado, mas sem adicao de Oleo. Os resultados obtidos
neste periodo foram usados como valor de referéncia em relacdo aos efeitos nas dietas
experimentais, sem analise estatistica ou estudo de fator (fonte de 6leo ou teor de
concentrado) responsavel pela alteracdo nos resultados.

Houve dois casos de acidose ruminal em vacas durante o tratamento com alto
teor de concentrado e 6leo de soja, que obrigou a uma reducdo temporaria no teor de
concentrado deste tratamento de 60 para 55% da dieta. Como ndo houve diferenca
estatistica entre esta dieta e a dieta com alto teor de concentrado e 6leo de peixe, os
dados foram avaliados com arranjo fatorial 2 x 2 dos tratamentos.

De um modo geral, ndo houve efeito da interacdo entre a fonte de 6leo e o teor
de concentrado para nenhuma variavel. O efeito de teor de concentrado foi significativo

apenas para algumas variaveis, e isto se deve ao fato das dietas com baixos e altos
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teores de concentrado apresentarem diferencas relativamente pequenas em relacdo ao
teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) e de fibra em detergente neutro (FDN). As
dietas com altos teores de concentrado apresentaram teores de CNF acima dos niveis
maximos de 44%, recomendados pelo NRC (2001), enquanto as dietas com baixos
teores de concentrado apresentaram teores de CNF acima de 40%. Além disso, este
experimento teve como Unica fonte de volumoso a silagem de milho e o concentrado foi
composto por milho moido e farelo de soja (Tabela 1). Considerando que 50% da
silagem de milho é composta por grédos e que 80% do CNF do milho é composto de
amido (NRC, 2001), as deitas com baixos teores de concentrado tinham 26% de amido,
contra 32% para as dietas com altos teores de concentrado. Isto deve ter contribuido
para o efeito de concentrado ndo ser significativo para a maioria das variaveis
estudadas. Estes resultados mostram que a relagdo volumoso:concentrado da dieta
nao causou alteracdo no padrado de biohidrogenacdo ruminal, apesar da dieta alto
concentrado ter levado alguns animais até a condicdo de acidose. Aparentemente a
dieta de baixo teor de concentrado continha quantidade elevada de amido, ou a silagem
utilizada ndo apresentou efeito de fibra efetiva suficiente para alterar o padrdo de

fermentacéo.

2.2.2.1 Producao e composicéao do leite

Os resultados de producédo e composicao do leite podem ser visualizados na
Tabela 3. Em comparacdo com a dieta basal, as dietas experimentais mostraram a
reducdo numerica na producao de leite e em todas as varidveis de composi¢ao do leite.
De um modo geral, as vacas que foram alimentadas com 6leo de peixe produziram
menor quantidade de leite, gordura, proteina, solidos totais e energia por dia e
apresentaram menores teores de gordura e proteina e menor concentracado de energia

no leite do que as vacas alimentadas com 6leo de soja.



Tabela 3 — Producdo e composicao do leite de vacas alimentadas com dietas com alto ou baixo teor de concentrado e

Oleo de soja ou peixe

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
Variaveis Teor de concentrado® Teor de concentrado P>F
Basal® Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado Interacéo

Producéo de leite

kg/d 31,24 29,32 28,13 23,41 25,27 2,3873 0,0997 0,8911 0,5392

5Corrigida“, kg/d 29,53 25,54 24,91 19,05 20,08 1,5320 0,0049 0,8990 0,6022
EL

Mcal/kg 0,640 0,575 0,580 0,533 0,513 0,0205 0,0252 0,7231 0,5574

Mcal/d 19,807 16,673 16,238 12,470 12,958 0,9639 0,0037 0,9789 0,6437
Gordura

% 3,34 2,76 2,87 2,40 2,28 0,1835 0,0303 0,9736 0,5508

kg/d 1,019 0,794 0,797 0,551 0,573 0,0396 0,0002 0,7569 0,8131
Proteina

% 2,92 2,83 2,81 2,64 2,54 0,0908 0,0327 0,5167 0,6989

kg/d 0,894 0,826 0,786 0,620 0,640 0,0566 0,0126 0,8639 0,6105
Lactose

% 4,36 4,14 4,07 4,24 4,16 0,2006 0,6513 0,7126 0,9855

kg/d 1,363 1,207 1,147 1,001 1,047 0,1106 0,1990 0,9510 0,6441
Sélidos totais

% 11,58 10,30 10,64 10,09 9,77 0,2688 0,0732 0,9639 0,2541

kg/d 3,572 3,007 2,984 2,362 2,459 0,2074 0,0201 0,8615 0,7797

2 % de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.

’Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.

*Dieta sem 6leo e com 40% de concentrado.

4Produgéo de leite corrigida para 3,5% de gordura segundo Leiva et al. (2000).
®Energia liquida calculada segundo AFRC (1993).

ov
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A producdo de leite tendeu a ser reduzida (P=0,0997) nas dietas com 06leo de
peixe e foi significativamente reduzida (P=0,0049) quando a producdo de leite foi
corrigida para 3,5% de gordura em comparacdo ao 6leo de soja. Os efeitos do Gleo de
peixe sobre a producdo de leite variam de diminuicdo (GAMA, 2004; OFFER;
MARSDEN; PHIPPS, 2001; SHINGFIELD et al.,, 2003; WHITLOCK et al., 2002) ou
nenhum efeito (ABUGHAZALEH et al., 2002; CANT et al., 1997; OFFER et al.,1999;
PALMQUIST; GRIINARI, 2006). Donovan et al. (2000) observaram um aumento na
producéo de leite com a adicdo de 1% de Oleo de peixe na dieta, mas houve reducédo
linear a partir deste nivel até 3% de 6leo. Nao houve diferenca entre as dietas com 0 e
2 % de Oleo de peixe. A producédo de leite foi menor nas dietas com 0Oleo de peixe e 0
efeito foi mais pronunciado com a producgdo corrigida para 3,5% de gordura. No
presente trabalho a redugdo na producéo de leite nas vacas que foram alimentadas
com Oleo de peixe pode ter sido consequéncia do menor consumo de matéria seca.

Em relacdo ao teor e producdo diaria de gordura no leite, as médias das dietas
experimentais foram numericamente menores que a dieta basal e foram fortemente
reduzidas nas dietas com 0leo de peixe. O efeito da adicdo de Oleo sobre a sintese e
secrecdo de gordura da glandula mamaéaria € influenciado por varios fatores dietéticos,
como a quantidade e a qualidade da fibra, proporcdo de concentrado e forragem, local
e taxa de degradacdo do amido, composicao de acidos graxos e a digestibilidade e
nivel de protecéo da fonte de gordura (ASHES; GULATI; SCOTT, 1997). Em relagédo ao
Oleo de soja, Griinari et al. (1998) demostraram que, além da presenca de 6leos
poliinsaturados, uma alteragdo no ambiente ruminal provocada por altos teores de
concentrado na dieta eram necessérias para que houvesse reducéo do teor de gordura
sintetizado pela glandula maméria. Nesta situacdo, ocorreria um desvio da rota normal
de biohidrogenacdo, com a formag&o de um intermediario especifico, com potente acéo
inibidora da sintese de acidos graxos pela glandula mamaria. No presente trabalho néo
houve diferenca entre os teores e secre¢ao diaria de gordura entre as dietas com alto e
baixo teor de concentrado e suplementadas com O6leo de soja, mas ambas
apresentaram médias baixas e inferiores a dieta basal, demonstrando que pode ter
havido reducdo na sintese de gordura nas duas dietas. O efeito do 6leo de peixe na
reducdo do teor (CANT et al., 1997; GAMA, 2004; OFFER; MARSDEN e PHIPPS, 2001,
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OFFER et al.,1999; PALMQUIST e GRIINARI, 2006; WHITLOCK et al., 2002;
WHITLOCK et al., 2006) e da secrecao diaria de gordura no leite (CANT et al., 1997;
CHILLIARD et al.,, 1999; GAMA, 2004; OFFER et al.,1999; OFFER; MARSDEN e
PHIPPS, 2001; SHINGFIELD et al., 2003; WHITLOCK et al., 2002) tem sido bem
relatado na literatura e ocorre de forma independente do teor de concentrado na dieta
(GAMA, 2004).

O mecanismo pelo qual o 6leo de peixe reduz a sintese de gordura ainda n&o
esta esclarecido. O efeito do 6leo de peixe € mais pronunciado quando este € infundido
no rumen do que quando infundido no abomaso (CHILLIARD et al., 1999; LOOR et al.,
2005), o que significa que a redugéo na sintese de gordura € decorrente de algum fator
produzido no ramen. Porém, o CLA trans-10, cis-12, unica molécula com comprovada
acao inibidora da sintese de lipidios na glandula maméria, ndo tem sido encontrado em
dietas com 6leo de peixe (CHILLIARD et al., 2000; LOOR et al., 2005). Dietas com 6leo
de peixe (625 mL/dia) resultaram em menor abundancia de RNAmM da acetil CoA
carboxilase, 4cido graxo sintase e lipoproteina lipase na glandula maméaria de vacas em
lactacdo (AHNADI et al., 2002). Estes resultados sugerem que outra molécula formada
no processo de biohidrogenacdo do 6leo de peixe no rimen inibe a sintese de &cidos
graxos na glandula mamaria e captacao de &cidos da circulagéo, reduzindo a secrecéo
de gordura no leite.

O teor e secrecédo de proteina foram reduzidos nas dietas com 6leo de peixe. Em
geral, a inclusdo de lipidios na dieta reduz o teor de proteina do leite (SUTON, 1989), o
que parece consistente com a diferenga numérica entre as dietas com 6leo de soja e a
dieta basal. As diferencas na producao diaria de proteina sdo relacionadas a producéo
de leite, assim em trabalhos onde houve diminuicdo da producdo de leite, houve
também uma reducdo na producdo de proteina (CANT et al., 1997; DONOVAN et al.,
2000; SHINGFIELD et al.,, 2003; WHITLOCK et al.,, 2002). Offer et al. (1999)
observaram uma reducéo no teor de proteina do leite mas sem alteragdo da producéo
de leite com a adicdo de 250g por dia de 6leo de peixe. Segundo Suton (1989), o
aumento na ingestdo de energia € o método mais confiavel para aumentar a

concentracdo de proteina no leite. A reducdo no teor e producdo diaria de proteina
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deste trabalho se deve a diminuicdo no consumo de alimentos e ingestdo de energia
causados pelo 6leo de peixe.

O teor de sdlidos totais tendeu a ser reduzida (P=0,07) pelo 6leo de peixe, em
parte pela compensacdo ocorrida por aumento numérico no teor de lactose. Ja a
secrecao de solidos totais acompanhou as alteracdes dos outros componentes, sendo
bastante reduzida na presenca de 6leo de peixe na dieta.

2.2.2.2 Perfil de &cidos graxos da gordura do leite

As classes de acidos graxos, criadas em funcdo do comprimento de cadeia e
grau de insaturacdo da molécula, podem ser visualizadas na Tabela 4 e o perfil dos
acidos graxos pode ser visualizado na Tabela 5. Houve diferenca entre as dietas
experimentais e a dieta basal para o teor e producao diaria de todas as classes de
acidos graxos, refletindo o efeito da suplementacdo com 6leo sobre o perfil de acidos
graxos da gordura do leite. As dietas experimentais apresentaram reducao na producéo
diaria de 40% para acidos graxos de cadeia curta (AGCC), 48% para &cidos graxos de
cadeia média (AGCM) e 43% para acidos graxos de cadeia saturada (AGS), em relacéo
a dieta basal. Apenas as dietas com 6Oleo de peixe apresentaram menor producao diaria
de acidos graxos monoinsaturados (MUFA, 18%) e acidos graxos de cadeia longa
(AGCL, 28,5%), enquanto que somente as dietas com Oleo de soja apresentaram
aumento nos acidos graxos poliinsaturados (PUFA, 9%) e AGCL (8,4%), em relacédo a
dieta basal. Nao houve efeito de concentrado para nenhuma das classes de acidos
graxos porgue a dieta com baixo teor de concentrado também inibiu a sintese de acidos
graxos pela glandula mamaria, como pode ser observado pelo menor valor de producéo
diaria de AGCC e AGCM entre as dietas com baixos teores de concentrado e a dieta
basal.

O leite das vacas alimentadas com Oleo de soja apresentou maior teor de AGS e
menores teores de acidos graxos de cadeia impar (AGCI), acidos graxos de cadeia
ramificada (AGCR), acidos graxos insaturados (AGI), MUFA e PUFA do que o leite das

vacas alimentadas com 6leo de peixe. O leite das vacas alimentadas com 06leo de peixe
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apresentou menores producdes diarias de todas as classes de acidos graxos, com
excecdo dos AGCI, AGCR e PUFA.

As dietas experimentais apresentaram menores teores de acidos graxos Cio.o,
C12:0, C14:0, C16:0 € maiores teores de Cy, C131 € Cis2 do que a dieta basal. Grummer
(1991) mostrou que as proporcdes de acidos graxos sintetizados de novo pela glandula
mamaria diminuiram linearmente quando a gordura suplementar da dieta aumentou de
1 para 5% da MS. O autor ainda acrescenta que as mudancas em Cis € Cig Sé0
dependentes da relacdo entre estes dois acidos graxos no suplemento. Este efeito tem
sido bem relatado na literatura quando se compara a suplementacdo de fontes de
gordura em relagdo a ndo suplementacéao.

Nao houve efeito de concentrado para nenhum &cido graxo especifico, com
excecdo do C17:0, que foi menor para as dietas com alto teor de concentrado.

Em relacdo aos efeitos da fonte de 6leo, ndo houve efeito para a maioria dos
acidos graxos com menos de 16 carbonos. Houve forte reducdo dos teores de Cigo €
aumento nos teores de 4cidos graxos de cadeia longa (>C18) e C;¢.1 para as dietas com
Oleo de peixe.

A auséncia do efeito da fonte de 6leo sobre a maioria dos &cidos graxos de
cadeia curta e média também foi encontrada em trabalhos usando as mesmas fontes
de oleos do presente trabalho (ABUGHAZALEH et al., 2002; RASMASWAMY et al.,
2001). As médias de cada AGCC e AGCM foram inferiores a dieta basal, com excecao
de C,o, indicando que houve depressao da sintese de novo de acidos graxos por
ambas as fontes de Oleo. Em relagdo ao Caso, a suplementacdo de lipidios ndo tem
mostrado efeito devido a origem deste acido graxo ser independente da acetil CoA
carboxilase, sendo que metade vem do &cido B-OH-butirico e a outra metade vem da
condensacdo de unidades acetil por um mecanismo independente do malonil-CoA
(PALMQUIST; BEAULIEU; BARBANO, 1993).

As dietas com 6leo de soja tiveram maior teor de Cig.o € menor teor de Cie1 do
que as dietas com 6leo de peixe. Estes resultados também tém sido observados por
outros autores, com as mesmas fontes de oOleos (ABUGHAZALEH et al., 2002;
RASMASWAMY et al., 2001; WHITLOCK et al., 2002). Em relacdo ao Cig0, 0 6leo de

peixe € conhecido por alterar o ambiente ruminal e impedir o Gltimo passo no processo



45

de biohidrogenacdo ruminal (ABUGHAZALEH et al., 2002; DONOVAN et al., 2000;
LOOR et al., 2005; WHITLOCK et al., 2002), impedindo a reduc¢éo final do acido graxo
monoinsaturado até o estearico (Cis.).

Houve efeito da fonte de Gleo sobre os teores de acidos graxos de cadeia longa,
principalmente para EPA e DHA, sendo que o 6leo de peixe apresentou os maiores
teores (0,28 e 0,24 g/100g, respectivamente para EPA e DHA) em relacédo ao 6leo de
soja (0,05 e 0,04, respectivamente para EPA e DHA). Chilliard; Ferlay e Doreau (2001)
observaram que os teores de EPA e DHA aumentavam pouco em dietas com 0leo de
peixe, com grandes variagdes entre experimentos. O teor de EPA foi de 0,12 + 0,15 e
de DHA foi de 0,15 + 0,20, com eficiéncias de transferéncia da dieta para o leite de
2,6% para o0 EPA e 4,1% para o DHA.

O menor teor de Cig0 € maior teores de acidos graxos de cadeia longa indicam
gue a biohidrogenacédo ndo € completa em vacas recebendo 6leo de peixe (LOOR et
al., 2005). Byers e Schelling (1988) apud DONOVAN et al. (2000) afirmam que menos
de 50% dos lipidios do 6leo de peixe sao hidrolisados no ramen, contra mais de 90%
para os 0leos vegetais.

O mecanismo pelo qual o 6leo de peixe promove diminuicdo da secrecdo de
gordura do leite ainda ndo estd completamente elucidado. O Gleo de peixe parece ter
uma acao por si s6, como demonstrado por estudos com infusdo duodenal, mas o efeito
€ muito mais pronunciado quando fornecido na dieta ou infundido no ramen
(CHILLIARD et al., 1999). Uma maior concentracao de lipidios contendo &cidos graxos
de cadeia longa chegando ao intestino pode ter um maior efeito sobre a sintese de
gordura na glandula mamaria.

Bauman e Griinari (2003) afirmam que, em situacdes onde houve depressao da
gordura do leite, houve diminuicdo de &cidos graxos de todos os comprimentos de
cadeia, mas a diminuicdo dos &cidos graxos sintetizados de novo tende a ser maior,
especialmente quando a reducdo € mais pronunciada. Este resultado também sido
mostrado com o Gleo de peixe, onde a propor¢ao de C4-Ci4 foi diminuida de forma mais
acentuada quando a reducéo do teor de gordura do leite foi maior do que 10 g/kg
(CHILLIARD; FERLAY; DOREAU, 2001). Porém, o 6leo de peixe diminui a gordura do
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leite sem aumentar significativamente o CLA trans-10, cis12 (CHILLIARD et al., 2000;
LOOR et al., 2005).

Segundo Knudsen; Hansen e Mikkelsen (1986), os AGCC (C4+Cg) € AGCM
(Cg+Cyp) sé@o encontrados na posicao sn-2 e sn-3 dos trigliceridios do leite, enquanto
que a posicao sn-1 sempre contém um AGCL (C14-Cyg). A taxa de sintese de novo de
AGCC e AGCM pela glandula mamaria € dependente da ativacdo de acidos graxos
exdgenos a glandula mamaria. Uma quantidade suficiente destes acidos graxos
exdgenos ativados € necessaria para a acilacao inicial na posicao sn-1 na molécula de
glicerol-3 fosfato. Quantidades excessivas de AGCL ativados irdo competir com AGCM
pela posicdo sn-2 e sn-3 do trigliceridio, inibindo a sintese de novo destes acidos
graxos. O aumento na disponibilidade de acidos graxos exégenos inibe diretamente a
Acetil CoA Carboxilase (BARBER et al., 1997). Knudsen; Hansen e Mikkelsen (1986)
afirmam que a composi¢céo dos acidos graxos também interfere com a sintese de novo,
sendo que, em baixas doses, o0 acido palmitico estimulou a sintese enquanto que o0s
acidos esteérico e oléico inibiram a sintese de novo em qualquer concentracdo. O &cido
palmitico estimula a sintese de lipidios devido a preferéncia que este acido graxo tem
para a acilacao inicial no glicerol-3 fosfato (BARBER et al., 1997).

Loor e Herbein (2003) e Loor et al. (2005) supdem que a sintese de trigliceridio
da gordura do leite pode ter um requerimento rigoroso de &cido oléico sintetizado pela
A’-dessaturase, a partir de Cigo derivado do plasma, o qual é importante para a
regulacdo da fluidez do globulo de gordura dentro da célula mamaria.

Uma vez que o ponto de fusdo de acidos graxos trans é muito diferente do seu
isbmero cis correspondente, e porque a fluidez de lipidios nas estruturas celulares pode
limitar o empacotamento do glébulo de gordura e/ou sua secrecdo, € esperado que a
percentagem de diferentes acidos graxos, tdo bem como sua posicdo na molécula de
glicerol, contribuam juntos para a fluidez da gordura do leite em um mecanismo
regulatério geral. Este mecanismo integraria efeitos complexos de um numero de
fatores fisiologicos e ambientais que podem modificar a composicéo da gordura do leite
(CHILLIARD et al., 2000).



Tabela 4 — Classes de acidos graxos da gordura do leite de vacas alimentadas com dietas com alto ou baixo teor de

concentrado e 6leo de soja ou peixe

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
Acidos Gaxos Teor de concentrado” Teor de concentrado P>F
Basal® Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado  Interacéo
g/100g
Cadeia curta’ 9,56 9,05 8,41 8,57 8,23 0,5631 0,5557 0,4086 0,7975
Cadeia média’ 54,99 42,80 40,88 42,94 46,15 1,402 0,0853 0,6578 0,1009
Cadeia longa® 35,54 48,19 50,73 48,52 45,67 1,8662 0,2369 0,9347 0,1822
Cadeia impar 3,58 2,58 2,66 3,17 3,27 0,1116 0,0004 0,4367 0,8982
Cadeia ramificada 2,76 1,97 2,01 2,31 2,37 0,0922 0,0043 0,5907 0,9241
Saturados 77,15 70,73 68,59 58,58 61,52 2,0713 0,0012 0,8499 0,2521
Insaturados 22,77 29,02 31,21 37,23 33,89 1,9428 0,0206 0,7737 0,1885
MUFA’ 19,64 24,65 26,73 31,19 28,23 1,585 0,0319 0,7874 0,1462
PUFA2 3,13 4,37 4,48 6,04 5,66 0,5714 0,0339 0,8182 0,6804
g/dia

Cadeia curta’ 97,08 71,81 67,39 47,39 48,01 5,96 0,035 0,771 0,701
Cadeia média” 559,78 340,23 326,45 237,27 266,11 22,38 0,0355 0,7586 0,4113
Cadeia longa® 362,85 382,69 403,74 266,53 259,39 16,96 0,0046 0,7094 0,4668
Cadeia impar 36,57 20,58 21,18 17,59 18,66 1,33 0,1298 0,5761 0,8689
Cadeia ramificada 28,22 15,70 16,07 12,85 13,50 1,13 0,0959 0,6833 0,9091
Saturados 784,52 560,94 548,32 323,88 353,80 33,24 0,0074 0,8116 0,5678
Insaturados 233,59 231,46 247,56 204,01 192,71 11,24 0,0352 0,8446 0,31
MUFA’ 201,44 196,50 212,35 170,91 160,02 10,55 0,0345 0,8293 0,2947
PUFA® 32,15 34,96 35,21 33,10 32,69 2,63 0,4664 0,978 0,9076

2 % de bleo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.

Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.
®Dieta sem 6leo e com 40% de concentrado.

*% C4-Cao.
Zz C11.C6.
> Cyy.

’Acidos graxos monoinsaturados.
®Acidos graxos poliinsaturados.

Ly



Tabela 5 — Perfil de acidos graxos da gordura do leite (g/100g) de vacas alimentadas com dietas com alto ou baixo teor

de concentrado e 6leo de soja ou peixe

(continua)
Fonte de 6leo”
Oleo de soja Oleo de peixe
Acidos Gaxos Teor de concentrado® Teor de concentrado P>F
Basal® Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado Interacdo

Cao 2,90 3,42 3,36 3,15 3,25 0,1443 0,2058 0,9065 0,5902
Ceo 2,13 2,01 1,92 1,89 1,98 0,1154 0,7619 0,9924 0,4541
Cso 0,92 0,96 0,78 0,99 0,61 0,1787 0,6860 0,1552 0,5798
Cio00 3,50 2,61 2,32 2,51 2,36 0,2605 0,9095 0,4181 0,7852
Cio1 0,10 0,04 0,03 0,04 0,04 0,0086 0,8024 0,4985 0,4096
Ciwo 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,0023 0,1534 0,2744 0,6137
Ci20 4,38 2,95 2,59 2,82 2,93 0,2813 0,7313 0,6643 0,4251
Ci30iS0 0,07 0,03 0,03 0,03 0,03 0,0047 0,6598 0,3638 0,8906
Ci3; anteiso 0,05 0,05 0,05 0,06 0,07 0,0065 0,0395 0,5360 0,3472
Ci21 0,10 0,05 0,05 0,05 0,04 0,0085 0,3739 0,4864 0,9177
Cizo 0,16 0,10 0,09 0,09 0,10 0,0079 0,7513 0,8151 0,5425
Ci40 iSO 0,12 0,10 0,13 0,10 0,10 0,0117 0,1574 0,2240 0,2782
Ciso 13,50 10,78 10,23 10,46 11,35 0,4151 0,3636 0,6943 0,1172
Cis0 iSO 0,71 0,41 0,38 0,38 0,31 0,0370 0,2083 0,1761 0,6009
Cis,0 anteiso 1,29 0,84 0,88 0,95 1,05 0,0434 0,0120 0,1422 0,5596
Cia1 0,25 0,23 0,26 0,27 0,28 0,0372 0,4533 0,5388 0,9023
Cis0 33,42 26,66 25,59 26,78 29,02 0,9941 0,1079 0,5694 0,1308
Ci7:0 iSO 0,19 0,18 0,19 0,26 0,26 0,0136 0,0005 0,6555 0,8325
Ci7.0 anteiso 0,34 0,35 0,35 0,53 0,56 0,0354 0,0004 0,6885 0,7139
Cie1 0,84 0,54 0,56 0,92 0,84 0,0684 0,0010 0,6770 0,4328
Cir0 0,58 0,48 0,53 0,66 0,71 0,0169 <0,0001 0,0144 0,8876
Ci7a 0,19 0,13 0,15 0,20 0,19 0,0110 0,0006 0,4810 0,1672
Ciso 12,83 18,71 19,09 6,86 6,77 1,4429 <,0001 0,9239 0,8770
Cis1 18,14 23,62 25,64 29,61 26,69 1,5627 0,0508 0,7798 0,1492
Cis2t-11, c-15 0,05 0,07 0,15 0,37 0,52 0,0910 0,0048 0,2513 0,7387
Cig2C-9, Cc-12 2,13 3,00 2,79 2,05 1,67 0,2035 0,0007 0,1858 0,6951
Cig3 n-6 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,0048 0,1268 0,7538 0,9004
Cis:3 n-3 0,18 0,26 0,28 0,29 0,27 0,0355 0,7895 0,9919 0,5119
Cz01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,02 0,0052 0,0181 0,0921 0,3715
Ca2:0 0,02 0,04 0,05 0,05 0,06 0,0075 0,1767 0,1674 0,8583
Caa0 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03 0,0082 0,5005 0,5519 0,9674

%



Tabela 5 — Perfil de acidos graxos da gordura do leite (g/100g) de vacas alimentadas com dietas com alto ou baixo teor

de concentrado e 6leo de soja ou peixe

(concluséo)

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
Acidos Gaxos Teor de concentrado® Teor de concentrado P>F
Basal® Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado  Interacéo

Ca1 0,02 0,03 0,03 0,09 0,10 0,0057 <0,0001 0,4194 0,4720
Coo:3 0,10 0,07 0,06 0,09 0,08 0,0138 0,1557 0,6977 0,9276
Coo:4 0,16 0,11 0,10 0,13 0,08 0,0531 0,9256 0,5692 0,7565
Coz 0,01 0,03 0,03 0,37 0,37 0,0510 <0,0001 0,9753 0,9529
Coos 0,01 0,04 0,05 0,28 0,28 0,0359 0,0001 0,8777 0,9585
Cos1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0021 0,1189 0,9070 0,9070
Cazs 0,03 0,02 0,03 0,04 0,05 0,0083 0,0691 0,3352 0,8660
Cozs 0,00 0,05 0,03 0,26 0,22 0,0535 0,0053 0,6371 0,8000
Total ndo

identificado” 0,06 0,24 0,18 4,18 4,59 0,3407 <0,0001 0,6195 0,5083

129 de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.

2Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.

®Dieta sem 6leo e com 40% de concentrado.

“Soma dos acidos graxos nao identificados com mais de 20 carbonos.

1%
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2.2.2.3 Perfil dos acidos graxos cis e trans octadecendicos da gordura do leite

O perfil de acidos graxos cis e trans octadecendicos da gordura do leite pode ser
visualizado na Tabela 6. Houve alteracdo para todos os acidos graxos das dietas
experimentais em relacdo a dieta basal. O 6leo de peixe afetou os teores de acidos
graxos trans, onde os teores de trans-5, trans-9, trans-11, trans-12, trans-13 e total de
Cig:1 trans foram aumentados e o teor de trans-16 reduzido em relacdo as dietas com
Oleo de soja. Houve efeito do teor de concentrado sobre trans-13, com as dietas com
baixos teores de concentrado apresentando os maiores valores. Em relacdo aos acidos
graxos cis, o 0leo de soja apresentou maiores teores de &acidos graxos cis-9, cis-12 e
total de Cjs:1 Cis € menores teores de cis-11 e cis-15 em relagéo as dietas com 6leo de
peixe. Houve efeito da interacéo entre a fonte de 6leo e o teor de concentrado para a
variavel cis-12. O acido vaccénico representou 55% do total de C;g.; trans na dieta com
Oleo de peixe contra 41% na dieta com 6Oleo de soja.

Loor et al. (2005) também observaram aumentos de Cig.1 trans com a infusdo de
300 mL/d de Oleo de peixe no ramen. Os teores de trans-5 até trans-13+14 foram
maiores e o teor de trans-16 foi menor com a infusdo ruminal de Oleo de peixe em
comparacdo a infusdo duodenal ou a dieta controle, sem infusdo de 6leo. O &cido
vaccénico representou 33% do total de Cig.; trans para o 6leo infundido no duodeno em
comparagdo a 66% quando o 6leo de peixe foi infundido no rimen. Estes resultados
sao muito semelhantes aos obtidos por Shingfield et al. (2003), que forneceu 250 g/d de
Oleo de peixe na dieta. Chilliard; Ferlay e Doreau (2001) também observaram aumento
da porcentagem de Cig.; trans em dietas com o6leo de peixe, sendo que o0 74-82% deste
aumento foi devido ao isbmero trans-11.

O aumento no teor de acidos graxos trans se da porque, embora a
biohidrogenacéo dos acidos graxos do 6leo de peixe seja extensa, ela € menor do que
a dos acidos graxos de 6leos vegetais. Na biohidrogenacgdo do éleo de peixe, muitos
intermediarios sdo formados e a saturacdo total ndo € alcancada (CHILLIARD;
FERLAY; DOREAU, 2001).

O efeito do 6leo de peixe no aumento da concentracdo de Cig; trans-11 na

gordura do leite, e na reducao drastica dos niveis de acido estearico, foi a base para a
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teoria de que o Oleo de peixe inibe o Ultimo passo no processo de biohidrogenacao
(ABUGHAZALEH et al., 2002; DONOVAN et al., 2000; LOOR et al., 2005; WHITLOCK
et al., 2002). Altas doses de 6leo vegetal rico em acido linoléico também inibem o ultimo
passo da biohidrogenacdo (HARFOOT; NOBLE; MOORE, 1973), porém este efeito
parece ser muito mais acentuado com a adi¢do do 6leo de peixe do que em dietas com
lipidios de origem vegetal (RAMASWAMY et al., 2001; WHITLOCK et al., 2002).

Abughazaleh et al. (2002) e Whitlock et al. (2002) observaram que, embora o
acido vaccénico e CLA tenham poucos precursores em dietas contendo 6leo de peixe,
estes dois intermediarios tem sua concentracdo elevada, indicando haver interferéncia
do EPA e DHA na biohidrogenacdo dos é&cidos linoléico e linolénico provenientes de
outras fontes de lipidios da dieta. Consistente com esta hipotese, Whitlock et al. (2002)
e Ramaswamy et al. (2001) observaram sinergismo na associacdo do 6leo de peixe
com outra fonte de gordura insaturada em aumentar a concentracdo de CLA no leite.

Diferente do esperado, ndo houve efeito do teor de concentrado sobre o teor de
acidos graxos trans-10, como demonstrado por Griinari et al. (1998) em dietas que
causam depressao da gordura do leite. Aumento no teor de trans-10 em dietas com
Oleo de peixe tem sido frequentemente reportado na literatura (SHINGFIELD et al.,
2003; WHITLOCK et al.,, 2002; OFFER et al.,, 1999; OFFER; MARSDEN; PHIPPS,
2001). Este aumento pode ser decorrente da reducao do CLA trans-10, cis-12 no rGmen
(BAUMAN; GRIINARI, 2003) ou da isomerizacdo do acido oléico (MOSLEY et al.,
2002).



Tabela 6 — Perfil de acidos graxos cis e trans octadecendicos da gordura do leite (g/100g) de vacas alimentadas com

dietas com alto ou baixo teor de concentrado e 6leo de soja ou peixe

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
Acidos Gaxos Teor de concentrado” Teor de concentrado P>F
Basal® Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado  Interacéo

trans-4 0,03 0,05 0,06 0,07 0,06 0,0051 0,2138 0,5824 0,0758
trans-5 0,01 0,04 0,05 0,07 0,07 0,0081 0,0117 0,8485 0,4766
trans-6-8 0,22 0,48 0,51 0,80 0,59 0,1239 0,1413 0,4953 0,3529
trans-9 0,29 0,48 0,51 0,84 0,76 0,0444 <0,0001 0,5848 0,2215
trans-10 0,37 1,62 1,04 4,88 3,78 1,4380 0,0665 0,5768 0,8594
trans-11 1,13 2,21 3,47 9,52 9,98 1,5965 0,0019 0,6025 0,8106
trans-12 0,30 0,58 0,67 0,94 1,01 0,0367 <0,0001 0,0528 0,7626
trans-13 0,36 0,52 0,64 0,83 0,94 0,0378 <0,0001 0,0134 0,8830
trans-16 0,25 0,39 0,43 0,14 0,18 0,0247 <0,0001 0,1082 0,9377

Total trans 2,97 6,36 7,39 18,09 17,38 1,2581 <0,0001 0,9023 0,5061
cis-9 14,42 16,17 16,90 9,81 7,74 0,8458 <0,0001 0,4501 0,1312
cis-11 0,40 0,49 0,54 1,22 1,12 0,0983 <0,0001 0,8354 0,4573
cis-12 0,24 0,43 0,61 0,23 0,19 0,0467 <0,0001 0,1721 0,0355
cis-13 0,07 0,09 0,11 0,13 0,14 0,0120 0,0229 0,3316 0,4307
cis-15 0,04 0,09 0,07 0,12 0,13 0,0394 0,2778 0,9631 0,7503

Total cis 15,17 17,26 18,24 11,52 9,32 0,8539 <0,0001 0,4937 0,0949

2 % de dleo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.
2Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.
®Dieta sem 6leo e com 40% de concentrado.

[4S
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2.2.2.4 Perfil dos acidos graxos octadiendicos conjugados (CLA) da gordura do

leite

O teor de &cidos graxos octadiendicos conjugados (CLA) na gordura do leite
pode ser visualizado na Tabela 7. A suplementacdo da dieta com 6leo aumentou o0s
teores de CLA em relacéo a dieta basal. O 6leo de peixe apresentou maiores teores de
CLA cis-9 trans-11 e CLA cis-11 trans-13 em relac&o ao 6leo de soja.

Chilliard; Ferlay e Doreau (2001) observaram aumentos no teor de CLA da
gordura do leite com inclusdo de 180-450 g de dleo de peixe na dieta de 27 grupos de
vacas. O teor de CLA aumentou de 0,2-0,6% na dieta basal para 1,5-2,7% nas dietas
suplementadas, sendo que este aumento foi quase que exclusivamente devido ao CLA
cis-9, trans-11. Loor et al. (2005) observaram teores de 3,2 g/100g de CLA cis-9, trans-
11 com a infusdo ruminal de 300 mL/d de éleo de peixe.

Bauman e Lock (2006) citam quatro fatores que podem contribuir para o aumento
do teor de CLA no leite: 1) aumentar na ingestdo de acidos graxos poliinsaturados de
18C (&cido linoléico e linolénico); 2) manter o processo de biohidrogenacéo que resulta
na producdo de &cido vaccénico como intermediario; 3) inibir o dltimo passo no
processo de biohidrogenacéo para acimulo do &cido vaccénico; 4) aumentar a A —
dessaturase na glandula mamaéria.

Neste trabalho, o 6leo de soja apresentou 50,80 g/100g de acido linoléico,
enquanto que o Oleo de peixe apresentou apenas 6,40 g/100g. Era de se esperar,
entdo, que o 6leo de soja fosse muito mais efetivo em aumentar o teor de CLA do leite
do que o Oleo de peixe, visto ser o CLA um intermediario no processo de
biohidrogenacgéo do &cido linoléico. Este efeito ndo é observado porque o CLA € um
intermediario transitorio no processo de biohidrogenacao, e muito pouco CLA alcanca o
intestino para ser absorvido (PIPEROVA et al., 2002).

Vérios trabalhos tém demonstrado que a sintese endégena de CLA pela A°-
dessaturase € mais importante que a biohidrogenacdo ruminal na secrecdo de CLA no
leite (CORL et el. 2001; GRIINARI et al., 2000; PIPEROVA et al., 2002; MOSLEY et al.

2006), sendo que a sintese enddgena tem contribuido com 64 a 93% do CLA do leite.
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Baseados neste fato, aumentos no teor de CLA na gordura do leite podem ser
mais eficientemente obtidos pelo aumento da concentracdo do seu precursor na sintese
enddgena, o acido vaccénico. Neste trabalho, o 6leo de peixe aumentou o teor de acido
vaccénico em 343% em relacdo ao 6leo de soja. Loor et al. (2005) acrescentam que 0
aumento no teor de CLA cis-9, trans-11 através da sintese endégena em dietas com
Oleo de peixe é também facilitado por uma concomitante reduc¢do no teor de &cido
estedrico, o substrato preferencial da A°- dessaturase. Este resultado também foi
observado neste trabalho, onde o 6leo de peixe reduziu em 64% o teor de acido
estearico em relacé@o ao Oleo de soja.

Um fator que pode diminuir a resposta de aumento de CLA em dietas com 0leo
de peixe é o teor de concentrado. Shingfield et al. (2005) mostraram que o0 aumento do
teor de concentrado na dieta de 35 para 65% da MS aumentou a concentracdo de Cig1
trans-10 (7,84 x 12,73 para baixo e alto teor de concentrado, respectivamente) e
reduziu o teor de Cig; trans-11 (8,04 x 3,48 para baixo e alto teor de concentrado,
respectivamente). Como a principal via de sintese de CLA é a endbgena, estes autores
afirmam que mudancas no padrdo de biohidrogenacdo de acidos graxos provocadas
por maiores teores de concentrado na dieta podem reduzir a quantidade de precursor
para sintese de CLA na glandula mamaria e diminuir o teor de CLA no leite. O teor de
CLA cis-9, trans-11 tendeu a reduzir com aumento no teor de concentrado. No presente
trabalho ndo houve efeito do teor de concentrado para o CLA cis-9, trans-11 e nem para
Cig1 trans-10 e Cyg; trans-11, mas a proporcéo de Cig; trans-10/Cig; trans-11 caiu de
0,55 para 0,36 com o aumento do teor de concentrado de 40 para 60% da MS da dieta.

Os teores de CLA trans-10 cis-12 ndo foram afetados pelo teor de concentrado e
nem pela fonte de 6leo. O CLA trans-10, cis-12 ndo tem sido encontrado (LOOR et al.,
2005; SHINGFIELD et al., 2003) ou tem aumentado (ABUGHAZALEH et al., 2002;
WHITLOCK et al., 2002; WHITLOCK et al., 2006) em dietas com 6leo de peixe. O 6leo
de peixe (109 g/d) também néo altera o teor de CLA trans-10 cis-12 quando comparado
a dieta controle com alto teor de amido (24% da MS, OFFER; MARSDEN; PHIPPS,
2001). As variacdes encontradas na literatura demonstram que o CLA trans-10, cis-12

nao explica as reducdes na secrecao de gordura em dietas com 6leo de peixe.



Tabela 7 — Perfil de &cidos graxos octadiendicos conjugados (CLA) da gordura do leite (g/100g) de vacas alimentadas

com dietas com alto ou baixo teor de concentrado e 0leo de soja ou peixe

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
CLA Teor de concentrado” Teor de concentrado P>F
Basal® Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado  Interacéo
trans-7, cis-9 0,02 0,04 0,05 0,07 0,03 0,0134 0,5687 0,3681 0,1720
cis-9, trans-11 0,31 0,50 0,71 1,44 1,38 0,2904 0,0223 0,8069 0,6502
a (74'45")" 0,00 0,00 0,00 0,01 0,02 0,0054 0,0143 0,3500 0,5233
b (74'65") 0,00 0,01 0,01 0,05 0,05 0,0105 0,0060 0,9195 0,8975
cis-11, trans-13 0,00 0,01 0,01 0,04 0,05 0,0062 0,0002 0,2630 0,5365
trans-10, cis-12 0,00 0,02 0,01 0,01 0,02 0,0074 0,6075 0,9928 0,2885

2 % de bleo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.
“Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.
*Dieta sem 6leo e com 40% de concentrado.

“a e b sdo CLAs ndo identificados (tempo de retencao).

G
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2.2.2.5 indice de dessaturase

A avaliacdo da atividade da A°-dessaturase é fundamental em estudos que
buscam aumentar a concentracdo de CLA na gordura do leite devido a importancia da
sintese endogena na secrecao de CLA (CORL et al., 2001; GRIINARI et al., 2000).

A atividade da A%-dessaturase pode ser avaliada indiretamente através da
relacdo entre os pares de acidos graxos representados pelos produtos (Cio: Cis-9, Ci21
cis-9, Ciyg Cis-9, Cie1 CiS-9, Cigg Cis-9 e CLA cis-9, trans-11) e substratos (Cip.0, Ci12:0,
Ci4:0, Ci6:0, C130 € Cig1 trans-11) da enzima (BAUMAN; LOCK, 2006). Além disso, a
proporcdo de produto:substrato da A°-dessaturase na gordura do leite é correlacionada
com a abundancia de RNAm e atividade da A°-dessaturase na glandula mamaria de
cabras (BERNARD et al., 2005).

O par que fornece a melhor indicacdo da atividade da enzima € o Cy4 porque 0
Ci4:0 € sintetizado pela glandula maméria e o aparecimento de seu produto (Ci4:1) na
gordura do leite é quase que exclusivamente resultado da atividade da A°-dessaturase
(GRIINARI et al., 2000). Embora outros acidos graxos de cadeia menor que C;4 possam
também ser dessaturados, Chilliard et al. (2000) afirmam que a A°-dessaturase tem
uma atividade muito baixa sobre acidos graxos de cadeia menor que 18 carbonos e
apenas uma pequena porcao de Ci40 € Cip0 € dessaturada a Ciy4 Cis-9 € Cyg:1 Cis-9,
respectivamente.

Os resultados do indice de dessaturase de cada par de acido graxo podem ser
visualizados na Tabela 8. Nao houve feito do teor de concentrado para nenhuma destas
variaveis. Em relacdo a dieta basal, a suplementacdo com 6leo mostrou resultados
bem variados.

N&o houve diferenca no indice de dessaturase entre as fontes de Oleo para os
pares Cjo, C12 € C14, mas houve reducdo nas vacas alimentadas com 6leo de soja para
os pares Cyi6 € C13 € aumento para o par CLA. O menor valor no indice de dessaturase
para o par Cig has dietas com 6leo de soja pode ser atribuido a maior concentracdo
(277%) de C18:0 na gordura do leite. A quantidade de acido estearico que chegou a
glandula mamaria pode ter excedido a capacidade de dessaturacdo, de modo similar ao

relatado para C18:1 trans-11 por Chilliard; Ferlay e Doreau (2001).



Tabela 8 — indice de dessaturase de vacas alimentadas com dietas com alto ou baixo teor de concentrado e 6leo de soja

ou peixe
Fonte de 6leo”
Produto / Soja , Peixe
substrato . Teor de concentrado Teor de concentrado ] P>F
Basal Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado _Interagéo
Cio01/ Ci00 0,0278 0,0162 0,0136 0,0155 0,0172 0,0019 0,4744 0,8291 0,2746
Ci21/ Ci20 0,0220 0,0177 0,0174 0,0161 0,0167 0,0027 0,6641 0,9617 0,8593
Cua1/ Ciao 0,0187 0,0216 0,0251 0,0257 0,0255 0,0039 0,5837 0,6860 0,6497
Cis1/ Ciso 0,0252 0,0202 0,0219 0,0345 0,0297 0,0027 0,0026 0,5891 0,2537
Cig;1 Cis-9/ Cygp 1,1359 0,8812 0,8883 1,5129 1,3195 0,1627 0,0097 0,5809 0,5532
CLA c-9, t-11/
Ciga 11 0,2727 0,2270 0,2125 0,1640 0,1336 0,0156 0,0014 0,1838 0,6225

2 % de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.
Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.
®Dieta sem 6leo e com 40% de concentrado.

LS
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O indice de dessaturase para o par CLA foi menor para a dieta com Oleo de
peixe, mesmo apresentando um valor 231% maior de CLA cis-9, trans-11 do que as
vacas que receberam 6leo de soja. Isto foi devido a maior concentracdo de C18:1 trans-
11 (344%) na gordura do leite para as vacas que receberam a dieta com 6leo de peixe.
Chilliard; Ferlay e Doreau (2001) afirmam que a diminui¢cdo da proporcao de CLA cis-9,
trans-11/C18:1 trans-11 em dietas com 6leo de peixe pode ser resultado do fluxo de
C18:1 trans-11 exceder a capacidade de dessaturacdo da glandula maméria quando
sua porcentagem foi maior que 10-12% dos acidos graxos do leite. No presente
trabalho a porcentagem de C18:1 trans-11 foi de 9,75% em relacdo aos acidos graxos
totais presentes na gordura do leite.

Os valores de indice de dessaturase deste trabalho foram inferiores ao reportado
por Loor et al. (2005), que observaram valores de 0,07, 0,05, 2,23 e 0,35, para os pares
Ci4:1 CiS-9/C14.0, Ci6:1 CiS-9/Cip.0, C1g1 CiS-9/ Cig0 € CLA cis-9, trans-11/Cyg;1 trans-11,
respectivamente, com a infusdo 300 mL de 6leo de peixe no rimen ou duodeno de
vacas em lactacdo. Porém, valores mais proximos aos obtidos no presente trabalho
foram observados por Shingfield et al. (2003). Estes autores observaram meédias de
0,03, 0,05, 1,18 e 0,18, respectivamente, para 0S mesmos pares citados acima, para
vacas alimentadas com 250 g de 0Oleo de peixe por dia.

Shingfield et al. (2006) mostraram que o uso da técnica do triplo marcador para
avaliagdo do fluxo de nutrientes no trato digestivo (AHVENJARVI et al., 2003) afeta a
atividade da A°-dessaturase. Estes autores verificaram que o uso de COEDTA, acetato
de itérbio e cromo mordante reduziu (P<0,001) as propor¢des de Cjo:1 Cis-9/Cip:0 , Ci2:1
Cis-9/C12.0, C14:1 CiS-9/C14:0, C16:1 CiS-9/C16:0, C1s:1 CiS-9/ Cig:0 € CLA cis-9, trans-11/Cig:1
trans-11 em 44,6, 52,7, 58,7, 36,8, 44,3 e 43%, respectivamente. Devido a outros
autores demonstrarem que o cromo, proveniente do cromo mordante (UDEN;
COLUCCI; Van SOEST, 1980), e o itérbio, derivado do acetato de itérbio (SIDDONS et
al., 1985), foram absorvidos de forma insignificante no trato gastrointestinal de
ruminantes, e que cerca de 3% do cobalto, administrado como CoEDTA no ramen, foi
recuperado na urina (UDEN; COLUCCI; Van SOEST, 1980), os autores supuseram que
o efeito inibidor da A°-dessaturase foi causado pelos sais de litio do COEDTA. Estes

resultados podem explicar os menores valores do indice de dessaturase encontrados
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neste trabalho e a semelhanca com os resultados reportados por Shingfield et al.
(2003).

2.3 Conclusodes

N&o houve efeito de concentrado e nem da interacdo entre a fonte de 6leo e o
teor de concentrado para nenhuma variavel. O 6leo de peixe reduziu a producéo e
alterou a composicdo do leite em relacdo ao 6leo de soja. Em relacdo ao perfil dos
acidos graxos, o 6leo de peixe reduziu a producédo diaria de todas as classes de acidos
graxos, com excecao dos acidos graxos poliinsaturados, aumentou os teores de acidos
graxos insaturados, monoinsaturados e poliinsaturados, e reduziu os teores de acido
graxos saturados em relacdo ao 6leo de soja. O 6leo de peixe também reduziu
drasticamente os teores de acido estearico e aumentou o teor de 4cidos graxos trans,
principalmente do &cido vaccénico. Houve aumento do teor de CLA cis-9, trans-11 na

gordura do leite, nos tratamentos com 6leo de peixe.
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3 CONSUMO, DIGESTIBILIDADE E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS NO OMASO EM
VACAS LEITEIRAS ALIMENTADAS COM DIETA COM DOIS TEORES DE
CONCENTRADO E COM OLEO DE SOJA OU DE PEIXE

Resumo

Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos do teor de concentrado em
dietas suplementadas com oO6leo de soja ou de peixe sobre o consumo, as
digestibilidades aparentes total e ruminal e sobre o perfil de &cidos graxos da digesta do
omaso de vacas leiteiras. Foram utilizadas quatro vacas da raca Holandesa, com
canulas ruminais, 109 + 10 dias em lactacdo, producdo média de 31,24 + 8,57 kg de
leite e peso médio de 652 + 37 kg, no inicio do experimento. Foi utilizado o
delineamento experimental em Quadrado Latino 4x4, com periodos de 21 dias, sendo
0s 14 primeiros para adaptacao e os sete ultimos para colheita de amostras, em arranjo
fatorial (2x2) dos tratamentos. Os tratamentos foram dietas totais misturadas, contendo
silagem de milho, suplementadas com baixos (40%) ou altos (60%) teores de
concentrado e com 2% de 6leo de soja ou peixe na matéria seca (MS). Para avaliacdo
da digestibilidade aparente total foi utilizado o FDNi como indicador. A digestibilidade
ruminal e o perfil de acidos graxos no omaso foram obtidos de amostras colhidas no
canal do omaso e reconstituidas pela técnica de triplo marcador, baseada no fluxo de
acetato de itérbio, litio-cobalto EDTA e FDNi. Nao houve efeito da interacdo entre a
fonte de 6leo e o teor de concentrado para nenhuma varidvel estudada, com excec¢ao
de Cigj cis-12. As vacas alimentadas com Oleo de peixe apresentaram menores
consumos e fluxos no omaso de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina
bruta (PB), fibora em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente &cido (FDA) em
relacdo as alimentadas com dietas com 0Oleo de soja. Houve efeito de concentrado para
FDN e FDA, com as dietas com baixos teores apresentando 0s maiores consumos e
fluxos no omaso. As dietas com 6leo de peixe apresentaram maiores digestibilidades
aparentes ruminal para MS, MO, FDN e FDA e total para MO e FDN. As vacas
alimentadas com 6leo de peixe apresentaram menores teores de Cig, Cig1 trans-16 e
Cig:1 Cis-12 e maiores teores de Ci.0, Ci4:0, Ci6:0, Ci6:1, total de Cig.1, total de Cyg; trans,
Cig trans-5, Cig trans-9, Cigg trans-11, Cigg trans-12, Cig: trans-13, total de Cig:; Cis,
Cisg:1 Cis-9, Cig Cis-11, Cig Cis-13, Cao5 € Co26 N0 canal do omaso em relacdo as vacas
alimentadas com o0leo de soja. Nao houve efeito de fonte de 6leo e nem de teor de
concentrado sobre o teor de CLA cis-9, trans-11, mas o CLA trans-10, cis-12 foi maior
para as dietas com 0leo de soja. O 6leo de peixe promoveu menor consumo e fluxo no
canal do omaso, e maiores digestibilidades aparente total e ruminal da maioria das
varidveis estudadas e alterou o perfil de &cidos graxos no canal do omaso,
caracterizado por reducdo dos teores de Cigo € aumentos de Cigg trans-11, Cyos €
Cazs.

Palavras-chave: Acido linoléico conjugado; Biohidrogenacdo; Coleta no omaso;
Digestibilidade; Suplementag¢do com 6leo
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INTAKE, DIGESTIBILITY AND OMASAL FATTY ACID PROFILE IN DAIRY COWS
FED DIET WITH TWO LEVELS OF CONCENTRATE AND SOYBEAN OR FISH OIL

Abstract

The objective this work was to evaluate the effect of concentrate level and
soybean or fish oil supplementation on dry matter intake, apparent ruminal and total
tract digestibilities and fatty acid profile of the omasal digesta. Four Holstein cows, fitted
with rumen cannula, averaging 109 + 10 days in milk, producing 31.24 + 8.57 kg milk per
day and live weight 652 + 37 kg, at start of the trial, were used in a 2 x 2 factorial
arrangement of treatments applied to a 4 x 4 Latin square design. Period length was 21
days, which included 14 days of adjustment to the experimental diets followed by seven
days of sampling. Treatments included total mixed ration containing maize silage
supplemented with low (40%) or high (60%) concentrate level and 2% of soybean oil or
fish oil on a dry matter (DM) basis. Indigestible NDF was used to determine total
apparent digestibility. Ruminal apparent digestibility and omasal fatty acid profiles were
measured in omasal digesta obtained using a sampling technique trough the rumen
cannula and reconstituted using a triple indigestible marker method based on Yb-
acetate, Li-Co-EDTA, and iNDF. Interactions of level of concentrate and source of oil
had no effect for any variable, exception for cis-12 C;g.1. Cows fed with fish oil had lower
feed intakes and omasal digesta flow for DM, organic matter (OM), crude protein (CP),
neutral detergent fiber (NDF) and acid detergent fiber (ADF) when compared to cows
fed soybean oil. There was an effect of concentrate level for NDF and ADF, with higher
intake and omasal flows for the low concentrate diets. Fish oil had higher apparent
ruminal digestibility for DM, OM, NDF and ADF and higher apparent total digestibility for
OM and NDF. Cows fed fish oil showed lower Cigg, trans-16 Cig; and cis-12 Cig
content and higher Ciz0, Ci40, Ci60, Cie61, total Ciga, total trans Cigi, trans-5 Ciga,
trans-9 Cig., trans-11 Cig:, trans-12 Cig.1, trans-13 Cig:, total cis Cig.1, Cis-9 Cig1, Cis-
11 Cig1, Cis-13 Cig1, Coos and Cyz6 cOntents in the omasal ditesta in relation to cows fed
soybean oil. There was no effect of oil source nor concentrate level for cis-9, trans-11
CLA content, but trans-10, cis-12 CLA concentration was higher for diets supplemented
with soybean oil. Fish oil decreased intake and omasal flows, increased apparent
ruminal and total tract digestibilities on almost all the variables and altered omasal fatty
acid profiles, mainly by reducing Ciso concentration in the omasal digesta and
increasing trans-11 Cjg.1, Coo:sand Coze.

Keywords: Biohydrogenation; Conjugated linoleic acid; Digestibility; Oil supplementation;

Omasal sampling
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3.1 Introducéo

A ingestdo de energia é a limitacdo priméria para altas producdes de leite em
vacas leiteiras e é determinado pelo conteddo energético da dieta e o consumo de
matéria seca (ALLEN, 2000).

O aumento no teor energético das dietas pode ser obtido pela inclusdo de
lipidios, com a vantagem de reduzir os efeitos nocivos de altas quantidades de
concentrados, ricos em amido, sobre o ambiente ruminal (DOREAU; CHILLIARD,
1997a). Porém o uso de suplementos de gorduras pode reduzir a digestibilidade dos
outros ingredientes da dieta e diminuir a ingestado de alimentos, devido as modificacdes
na digestdo ruminal e hidrogenac¢éo de acidos graxos no ramen (DOREAU; CHILLIARD,
1997h).

Desde a descoberta do acido linoléico conjugado (CLA) como um composto
anticancerigeno (PARIZA et al., 1979) e dos efeitos benéficos a saude humana com a
ingestdo de &cidos graxos especificos, como o acido eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) (LOCK; BAUMAN, 2004), a suplementacdo da dieta de
ruminantes com lipidios tem sido avaliada para modificar o teor e o perfil de gordura
produzido por vacas leiteiras. Isto permitiria aumentar a concentracdo de acidos graxos
insaturados, principalmente de CLA.

Os efeitos que a suplementacdo com lipidios tera sobre a composicdo da
gordura do leite sdo decorrentes de dois processos: a lipélise, que libera acidos graxos
livres, e a biohidrogenacdo, que forma &cidos graxos saturados (HARFOOT,;
HAZLEWOOD, 1988).

A biohidrogenac&do ndo é um processo simples e ocorre em varias etapas, com
formacédo de varias moléculas intermediarias, como o CLA cis-9, trans-11, que € o
primeiro intermediario na biohidrogenacdo do &cido linoléico. Estes intermediarios
podem ser posteriormente reduzidos até acido estearico, como no caso de acidos
insaturados com 18 carbonos, mas alguns podem escapar do rimen ainda insaturados,
serem absorvidos e aparecerem na gordura do leite. Grummer (1991) estimou que
aproximadamente 50% da gordura do leite é derivada dos lipidios do plasma e

Palmquist e Mattos (1978) estimaram que 88% dos &cidos graxos do sangue eram de
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origem dietética, contra 12% de origem endogena. Isto ilustra a importancia de se
conhecer os acidos graxos que escapam do rimen.

Outra fonte de CLA cis-9, trans-11 para a gordura do leite é a sintese endbgena,
que envolve a enzima A°-dessaturase e outro intermediario no processo de
biohidrogenacgéo, o Cig; trans-11, como substrato (CORL et al.,, 1998; CORL et al.,
2001; GRIINARI et al., 2000; MOSLEY et al., 2006). Portanto, o aumento da
concentracdo de CLA no leite pode ser obtido por estratégias de alimentacdo que
busquem aumento do préprio CLA no rimen como também de seu precursor para
sintese enddgena, o acido vaccénico (BAUMAN; LOCK, 2006).

Em dietas com alto teor de concentrado, entretanto, pode ocorrer um desvio da
rota normal de biohidrogenacédo, com formacdo de CLA trans-10, cis-12 (KIM et al.,
2002) como o primeiro intermediario, e C18:1 trans-10 na sequéncia da
biohidrogenagcdo. A mudanca no padrdo de biohidrogenacdo ruminal no sentido da
formacédo de trans-10 Cjg;, as custas de trans-11 Cigj, diminui 0 substrato para a
sintese enddgena de CLA cis-9, trans-11 pela enzima A°—dessaturase e pode contribuir
para uma menor secre¢do deste CLA na gordura do leite (SHINGFIELD et al., 2005).
Além disso, o CLA trans-10, cis-12 € um potente inibidor da sintese de gordura pela
glandula maméaria (BAUMGARD et al., 2000).

Bauman e Lock (2006) apontaram quatro fatores que poderiam contribuir para o
aumento do teor de CLA no leite: 1) aumento na ingestdo de &cidos graxos
poliinsaturados de 18C (acido linoléico e linolénico); 2) manutencdo do processo de
biohidrogenacédo que resulta na producdo de acido vaccénico como intermediério; 3)
inibicdo do dltimo passo no processo de biohidrogenagdo para acumulo do acido
vaccénico; 4) aumento na atividade da A°-dessaturase na glandula mamaria. Estes
autores também comentam que a inibicdo do dUltimo passo no processo de
biohidrogenacéo pode ser realizada pela modificacdo do ambiente ruminal através da
dieta, como alteracdes na proporcdo de forragem:concentrado, restricdo alimentar e,
principalmente, pelo uso de 6leo de peixe na dieta.

Com base nisso, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos do teor de
concentrado em dietas com 6leo de soja ou peixe sobre o consumo, digestibilidades

aparentes total e ruminal e sobre o perfil de acidos graxos no omaso de vacas leiteiras.
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3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Departamento de Zootecnia da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), em Piracicaba — SP, no periodo de julho
a dezembro de 2005.

Foram utilizadas quatro vacas leiteiras da raca Holandesa, com céanulas
ruminais, com 109 + 10 dias em lactacdo, com producdo média de 31,24 + 8,57 kg de
leite e com peso médio de 652 + 37 kg, no inicio do experimento. Foi utilizado o
delineamento experimental em Quadrado Latino 4x4, com quatro periodos de 21 dias,
sendo os 14 primeiros para adaptacdo e os sete Ultimos para colheita de amostras. Os
tratamentos consistiram de um arranjo fatorial 2x2, sendo duas doses de concentrado
(40 e 60% da MS da dieta) e duas fontes de 6leo (2% de Oleo de soja ou peixe na MS
da dieta).

A dieta teve como Unico volumoso a silagem de milho e o concentrado foi
composto por milho, farelo de soja, ndcleo mineral e vitaminico, além da incluséo de 2%
de 6leo de soja ou de peixe utilizados nos tratamentos. As dietas foram formuladas para
atender ou exceder os requerimentos para vacas em lactacdo com producéo de 30 kg
de leite ao dia, segundo o NRC (2001), com excec¢ao da proteina bruta, que foi inferior
ao recomendado. A proporcdo dos ingredientes e a composicdo quimico-bromatolégica
das dietas experimentais estdo apresentadas na Tabela 9 e o perfil de acidos graxos na
Tabela 10. O concentrado e a silagem de milho foram misturados imediatamente antes

de serem oferecidos as vacas.
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Tabela 9 — Proporcao dos ingredientes e composi¢cao quimico-bromatologica das dietas

experimentais

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
Ingredientes Teor de concentrado® Teor de concentrado
Alto Baixo Alto Baixo
Proporc¢éo dos Ingredientes, %
Silagem de milho 40,02 60,13 40,02 60,13
Milho moido 34,12 14,02 34,12 14,02
Farelo de soja 20,70 20,68 20,70 20,68
Oleo de Soja 2 2 - -
Oleo de Peixe - - 2 2
Ntcleo mineral® 1,52 1,52 1,52 1,52
Calcareo 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal comum 0,38 0,38 0,38 0,38
Oxido de Magnésio 0,26 0,26 0,26 0,26
Vitamina A’ 0,000145 0,0001 0,00015 0,000135
Vitamina E® 0,00135 0,001 0,0014 0,0013
Composicao bromatoldgica, %

PB 13,83 14,63 14,77 14,25
EE 4,66 4,35 4,79 4,43
FDN 27,73 32,01 27,91 32,73
FDA 16,10 19,20 16,20 19,31
CHO 75,50 73,76 73,73 74,36
CNF 47,78 41,75 45,82 41,63
Cinzas 6,01 7,26 6,71 6,96
EL, (Mcal/kg MS)° 1,82 1,71 1,82 1,71

2 % de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.

*Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.

3Composigé\o por kg: P-55¢g; Ca—2209g; Mg—-35¢; S—22g; Na—70 g; Cl - 105 g; Mn — 1500 mg; Fe
— 500 mg; Zn — 1550 mg; Cu — 450 mg; Co — 50 mg; | — 40 mg; Se — 20 mg; vitamina A 90.000 UI;
vitamina D3 75.000 Ul; vitamina E 1.000 UlI.

“Composicao por kg: 500.000.000 Ul de vitamina A.

Composicado por kg: 500.000 Ul de vitamina E.

®Calculado a partir do NRC (2001).
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Tabela 10 — Perfil de &cidos graxos das dietas experimentais e dos 6leos de soja e

peixe
Fonte de 6leo’
Oleo de soja Oleo de peixe

Acidos Graxos Teor de concentrado® Teor de concentrado Oleo

Alto Baixo Alto Baixo Soja Peixe
Ci20 0,21 0,11 0,27 0,16 nd® 0,08
Cis0 1,99 1,21 5,13 5,15 0,11 5,55
Cian 0,00 0,00 0,02 0,02 nd 0,04
Ciso 0,28 0,15 0,32 0,18 nd nd
Cis0 20,84 18,52 22,70 20,74 13,32 15,84
Ci61 0,32 0,20 3,51 4,35 0,10 6,38
Ci70 0,29 0,22 0,52 0,53 0,09 0,42
Ci71 0,01 0,02 0,23 0,29 0,04 0,43
Ciso 10,48 8,24 10,66 8,09 4,47 3,88
Ciga 25,41 24,28 24,56 23,05 21,11 15,62
Cis2 28,13 35,80 6,51 8,40 50,80 6,40
Cigs 2,96 3,90 0,70 0,90 6,19 1,35
Co01 0,10 0,20 0,03 0,22 nd nd
Co0:4 0,20 0,26 0,01 0,03 0,41 0,05
Coon 0,04 0,07 0,72 0,95 nd 1,29
Coos 1,09 0,59 6,08 6,91 nd 9,33
Coog nd nd 6,00 7,66 nd 11,30
outros 7,66 6,23 12,04 12,36 3,36 22,05

2 % de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.
2Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.
®nd - N3o detectado.

As vacas foram mantidas presas por correntes em baias individuais, alimentadas
duas vezes ao dia, as 8:00 e as 17:00h, e as sobras foram retiradas e pesadas na
manha do dia seguinte. O nivel de oferta da dieta foi ajustado para manter 10% de
sobras. Durante os periodos de colheitas, amostras de silagem de milho, concentrado e
sobras de alimentos foram colhidas de cada vaca todos os dias e congeladas.
Posteriormente estas amostras foram descongeladas e misturadas para compor uma
amostra por periodo de colheita e por vaca. A silagem de milho foi reconstituida de
forma a obter uma amostra por periodo.

O fluxo de nutrientes no trato digestivo foi determinado utilizando a técnica do
triplo marcador, descrita por Ahvenjarvi et al. (2000). Os marcadores LICOEDTA
(12g/dia por vaca), produzido segundo Udén; Colucci e Van Soest (1980), e acetato de
itérbio (4,3 g/dia por vaca) foram diluidos em seis litros de agua destilada e infundidos

continuamente dentro do riamen, com auxilio de uma bomba peristaltica. A infusédo
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iniciou as 17:00h do dia 13 e foi interrompida as 8:00h do dia 20 de cada periodo,
sendo os primeiros quatro dias para saturagdo do trato digestivo com os marcadores e
os ultimos trés dias para colheitas de amostras. O terceiro marcador foi a fibra em
detergente neutro indigestivel (FDNi). Esta técnica ndo requer a utlizacdo de
marcadores ideais e permite a reconstituicdo do fluxo omasal verdadeiro em amostras
nao representativas (FRANCE; SIDDONS, 1986).

Para determinar o fluxo de nutrientes, 400 mL de digesta omasal foi colhida com
auxilio de uma sonda conduzida manualmente até a entrada do orificio reticulo-omasal,
e o conteudo foi aspirado dentro de um Kitassato de 2 L por alternancia de presséo e
vacuo, promovida por uma bomba de vacuo, segundo Ledo (2002). As amostras de
digesta omasal foram colhidas de cada vaca em intervalos de nove horas, iniciando as
17:00h do dia 17; e continuando as 2:00h, 11:00h e 20:00h do dia 18; 5:00h, 14:00h e
23:00h do dia 19; e as 8:00h do dia 20 de cada periodo. Estas amostras foram
congeladas imediatamente e mantidas a -20°C. Ao final do experimento, estas
amostras foram descongeladas e misturadas para compor uma Unica amostra por vaca
e por periodo. Esta amostra composta foi separada em trés fases de acordo com a
metodologia descrita por Ahvenjarvi et al. (2003). Inicialmente a digesta omasal foi
filtrada em uma camada de pano de algoddo e o material retido no pano foi considerado
como sendo a fase solida de particulas grandes (FSG). O material filtrado foi
centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos, sendo o sobrenadante definido como a fase
liguida (FL) e o sedimento como a fase sélida de particulas pequenas (FSP). O
conteudo das trés fases foi pesado, novamente congelado e liofilizado. A FSG foi moida
em moinho tipo Milley, em peneira de um milimetro de didmetro, enquanto que a FSP
foi triturada em triturador Knifetec 1095, da Foss Tecator. A amostra de omaso
verdadeira foi reconstituida pela mistura das propor¢cdes de cada fase segundo o
calculo descrito por France e Siddons (1986).

Nos mesmos horarios de colheitas de amostras de digesta de omaso, amostras
de fezes foram colhidas de cada animal e em cada periodo. Estas amostras foram
descongeladas, secas em estufa com ar forcado a 55°C até peso constante e depois
moida em moinho tipo Milley com peneira de um mm. Posteriormente uma aliquota de

cada colheita foi misturada para compor uma Unica amostra por vaca e por periodo.
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A digestibilidade ruminal foi obtida pela divisdo da diferenca entre quantidade de
cada nutriente ingerida e a que chegou ao canal do omaso, pela quantidade ingerida de
cada nutriente. Para determinacdo da digestibilidade aparente total, a producéo fecal foi
estimada usando como marcador interno a FNDi. A digestibilidade aparente total de
cada nutriente foi determinada pela divisédo da diferenca entre quantidade ingerida e a
guantidade excretada nas fezes de cada nutriente, pela quantidade ingerida de cada
nutriente.

Nas amostras de silagem de milho, concentrado, sobras e fezes foram
determinados os teores de matéria seca (MS), cinzas e extrato etéreo (EE), de acordo
com as metodologias AOAC (1990). O teor de cinzas e EE das trés fases da digesta de
omaso foram determinados da mesma forma como para os alimentos, porém o teor de
MS foi obtido pela liofilizacdo das amostras. O teor de nitrogénio de todas as amostras
foi determinado no aparelho Leco FP — 528, sendo o teor de proteina bruta (PB) obtido
pela multiplicacdo do teor de nitrogénio total por 6,25. Os teores de fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente &cido (FDA) foram obtidos pelos métodos descritos
por Van Soest; Robertson e Lewis (1991), utilizando-se a-amilase e sulfito de sodio na
determinacdo do FDN. Para as amostras de fezes, o EE foi determinado usando a
técnica modificada e descrita por Sukhija e Palmquist (1988), onde se empregou uma
mistura de 10% de &cido acético glacial e 90% de éter de petréleo como solventes.

Para a determinacdo do FDNi, as amostras dos alimentos ofertados, sobras,
fezes e da FSG da digesta do omaso foram incubadas por 288 horas no rimen de uma
vaca segundo Huhtanen; Kaustell e Jaakkola (1994), com a diferengca de que os sacos
de nylon foram substituidos pelos sacos Ankom (Ankom® filter bag n°57). Apos a
incubacao, os sacos foram lavados e analisados para o teor de FDN segundo o método
de Van Soest; Robertson e Lewis (1991), utilizando-se o aparelho ANKON?® (Ankom
Technology Corp., Fairport, NY, USA). A determinacdo do FDNi na FSP foi realizada
por incubacdo por 144 horas in vitro, segundo o método descrito por Cochran et al.
(1986). Apds a incubacéo, procedeu-se a determinacdo de FDN pelo método descrito
por Van Soest; Robertson e Lewis (1991).

O cobalto e itérbio das FSG e FSP foram analisados pela técnica de

fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia (ED-XRF) no Laboratério de
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Instrumentacdo Nuclear do Centro de Energia Nuclear na Agricultura — CENA. Nas
amostras de FL, estes marcadores foram determinados por Espectrometria de
Absorcdo Atdmica, no aparelho Perkin-Elmer 4100ZL (Perkin-Elmer, Uberlingen,
Alemanha), equipado com corretor de fundo por efeito Zeeman longitudinal e tubo de
grafite com aquecimento transversal (THGA) do tipo standard. Para isso, 250 mg das
amostras foram digeridas por via umida com 6 mL de &cido nitrico 20% v/v e dois mL de
H.O, 30% v/v em um forno de microondas modelo ETHOS 1600 (Milestone, Sorisole,
Itdlia) equipado com rotor modelo HPR com capacidade para 10 frascos de reacao de
Teflon (TFM®). O programa de aquecimento é apresentado na Tabela 11. Apds o
resfriamento dos frascos de digestéo, a solugdo do material digerido foi transferida para
baldes volumétricos de 50 mL e a analise realizada segundo Lima et al. (1997) no

Laboratério de Quimica Analitica do CENA.

Tabela 11 - Programa de aquecimento para decomposi¢cao de amostras com auxilio de

microondas?

Etapa Temperatura (°C) Poténcia (W) Tempo (min)
1 160 1000 3
2 180 0 2
3 200 1000 5
4 200 1000 10

‘Controle de poténcia versus temperatura automatico, utilizando-se um termopar inserido no frasco de
digestdo (TFM®) e maxima temperatura externa programada para até 90 °C.

Para determinacdo do perfil de &cidos graxos dos alimentos e sobras, os acidos
graxos metil esterificados foram obtidos pelo método descrito por Rodrigues-Ruiz et al.
(1998). Em seguida, o perfil de acidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa
utilizando-se uma coluna capilar de 100 m de silica fundida (CP-Sil 88), hidrogénio
como gas de arraste (1,0 mL/min), detector de ionizagdo de chama (FID), temperatura
do injetor de 250°C e do detector de 300°C, e raz&o de injecdo das amostras de 50:1. O
protocolo de corrida iniciou com 70°C e foi mantido por quatro minutos, depois elevou
13°C/min até 175°C e foi mantido por mais 27 minutos, seguido por mais uma elevacéao
de 4°C/min até 215°C e manutencdo por mais nove minutos, e finalmente nova

elevagéo de 7°C/min até 230°C e manuteng&o por mais cinco minutos.
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Para a analise do perfil de acidos graxos das amostras de omaso, os lipidios
foram extraidos das amostras liofilizadas seguindo o protocolo descrito por Shingfield et
al. (2003). Para isso, 100 mg de amostra foi misturada com 0,5 mL de agua e 1 mL de
padréo interno dissolvido em etanol (2 mg Cig.0/mL), e acidificada com HCI 2 molar até
pH 2. A seguir, os lipidios foram extraidos duas vezes com 4 mL de solu¢éo de Radin (3
partes de hexano para 2 partes de isopropanol, v/v). Os extratos sollveis em hexano
foram combinados, lavados com &gua Millipore e secos com sulfato de sodio. Apos a
evaporacdo do hexano com corrente de nitrogénio, a fracdo lipidica foi metilada com
uma solucao basica de metéxido de sodio, segundo Christie (1982), com as adaptacdes
de Chouinard; Girard e Brisson (1998). O perfil de &cidos graxos foi determinado por
cromatografia gasosa utilizando-se uma coluna capilar de 200 m de silica fundida
(Varian CP-2571), hidrogénio como gas de arraste (1,8mL/min), detector de ionizacao
de chama (FID), temperatura do injetor e detector de 250°C e 300°C, respectivamente,
e razao de injecdo das amostras de 20:1. O protocolo de corrida para os acidos graxos
iniciou com 100°C e foi mantido por sete minutos, depois elevou 10°C/min até 165°C e
foi mantido por mais cinco minutos, seguido por mais uma elevacao de 0,5°C/min até
210°C e manutencdo por mais 10 minutos, e finalmente nova elevacédo de 5°C/min até
240°C e manuteng&o por mais cinco minutos.

A identificacdo dos acidos graxos se deu por comparacdo de seus tempos de
retencdo com os observados em padrées comerciais (C4-C32), como o 18919-1AMP —
SUPELCO, metil éster da mistura de 37 acidos graxos, e uma manteiga padrdo (CRM
164 - Commission of the European Community Bureau of Reference, Brussels,
Belgium). Os acidos graxos mais importantes foram identificados através de padrdes
comerciais puros: 05632 — SIGMA, metil-éster da mistura dos &cidos linoléicos
conjugados cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12; V1381 — SIGMA, metil-éster do &cido
vaccénico; D2659 — SIGMA, metil-éster do acido docosahexaenoico cis-4, 7, 10, 13, 16,
19 (DHA); E2012 — SIGMA, metil-éster do acido eicosapentaendico cis-5, 8, 11, 14, 17
(EPA). A manteiga de referéncia padrdo (CRM 164) também foi utilizada para
determinar os fatores de recuperacao de acidos graxos de cadeia curta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia segundo o modelo:
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Yip=pn+Ci+0;+0OCj+ Vi + P + gju

Onde: Yji € a variavel dependente; u é a média das observacdes; C; é o i-ésimo efeito
do teor de concentrado; O; é o j-ésimo efeito do 6leo; OC;; € j-ésimo efeito da interagao;
Vk é 0 -ésimo efeito da vaca; P, € o |-ésimo efeito do periodo e ej € 0 erro
experimental associado a cada observacdo. A andlise estatistica foi realizada com o
auxilio do programa SAS (2001), utilizando o comando Proc Mixed, sendo que o efeito
de vaca foi considerado aleatério. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey,

com o nivel de significancia de 5%.

3.2.2 Resultados e Discussao

3.2.2.1 Consumo, fluxo de nutrientes e digestibilidades aparentes total e ruminal

Os resultados de consumo e fluxo de nutrientes no omaso de matéria seca (MS),
matéria organica (MO), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em
detergente acido (FDA) podem ser visualizados na Tabela 12. As vacas que foram
alimentadas com 6leo de peixe consumiram menores quantidades e apresentaram
menores fluxos de todos os nutrientes estudados em relagdo as vacas alimentadas com
O0leo de soja. As vacas alimentadas com baixo teor de concentrado também
apresentaram menores consumos e fluxos de FDN e FDA em relagdo as vacas que

consumiram dietas com altos teores de concentrado.
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Tabela 12 — Consumo e fluxo omasal de nutrientes de vacas alimentadas com dietas

com alto ou baixo teor de concentrado e 6leo de soja ou peixe

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
Nutrientes’  Teor de concentrado® Teor de concentrado P>F*
Alto Baixo Alto Baixo EP O C OxC
---------------------- Consumo, kg/d -------------=-------
MS 19,280 18,262 12,823 15,496 1,2428 0,0048 0,5220 0,1718
MO 18,119 16,933 11,956 14,414 1,1601 0,0046 0,5969 0,1508
PB 2,680 2,682 1,913 2,218 0,2172 0,0196 0,4960 0,5035
FDN 5,342 5,828 3,551 5,061 0,3234 0,0033 0,0130 0,1476
FDA 3,112 3,486 2,062 2,981 0,1974 0,0034 0,0096 0,2005
——————————————————— Fluxo omasal, kg/d -------------------
MS 12,718 13,706 7,913 10,233 0,9249 0,0015 0,1073 0,4897
MO 10,055 11,057 6,005 7,876 0,7584 0,0010 0,0908 0,5805
PB 3,184 3,394 1,907 2,341 0,2211 0,0005 0,1787 0,6253
FDN 3,232 4,019 1,810 2,729 0,2707 0,0007 0,0118 0,8135
FDA 1,859 2,374 1,068 1,596 0,1729 0,0014 0,0145 0,9740

2 % de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.

’MS — matéria seca; MO — matéria organica; PB — proteina bruta; FDN — fibra em detergente neutro; FDA
— fibra em detergente &cido.

®Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.

“Efeitos: O — fonte de 6leo; C — teor de concentrado e O x C — interagdo entre a fonte 6leo e teor de
concentrado.

A adicdo de Oleo de peixe geralmente causa uma reducdo no consumo de
matéria seca (CMS) (ABUGHAZALEH et al., 2002; CANT et al., 1997; DONOVAN et al.,
2000; GAMA, 2004; OFFER; MARSDEN; PHIPPS, 2001; PALMQUIST; GRIINARI,
2006; WHITLOCK et al., 2002) ou as vezes nenhum efeito (OFFER et al.,1999;
WHITLOCK et al., 2006). Offer et al. (1999) ndo observaram efeito da adicdo de 250g
por dia (1,6% na MS) de 6leo de peixe na dieta sobre o CMS. Whitlock et al. (2006)
também ndo encontraram efeito do 6leo de peixe sobre o0 CMS, mas o nivel de inclusao
maximo foi de 1% e misturado com soja extrusada para fornecer 2% de gordura na MS
da dieta. Donovan et al. (2000) ndo observaram efeito no CMS entre a dieta controle,
sem 0Oleo, e a dieta com 1% de 6leo de peixe, mas encontraram reducado de 19 e 32,2%
para as dietas com 2 e 3% de 6leo de peixe. Doreau e Chilliard (1997b) observaram

uma reducdo no CMS com suplementacdo de 400 mL por dia de Oleo de peixe mas néo
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com suplementacdo de 200 mL por dia em relacdo a dieta basal. Estes resultados
ilustram que o efeito na redugdo no CMS esté ligado ao teor de dleo de peixe na dieta.

Allen (2000) afirma que os mecanismos pelo qual a suplementacdo de gordura
na dieta afeta o CMS, embora ndao sejam claros, podem envolver o efeito da gordura
sobre a fermentacdo ruminal, motilidade intestinal, aceitabilidade da dieta com
suplemento, liberacdo de horménios intestinais e oxidacdo de gordura no figado.
Drackley et al. (1992) infundiram trés misturas de 6leos no abomaso de vacas leiteiras,
em proporcdes crescentes de lipidios insaturados e observaram que, quando o
comprimento e grau de insaturacdo da fonte de lipidio aumentava, maior era a reducéo
do CMS. Loor et al. (2005a) infundiram 300 mL/dia de 6leo de peixe no rimen ou no
duodeno de vacas em lactacdo e observaram que apenas as vacas que receberam a
infusdo no rimen apresentaram reducdo no CMS. Os autores postularam que o efeito
do Oleo de peixe sobre o CMS se da ao nivel de rimen. Resultado semelhante foi
observado por Doreau e Chilliard (1997b) também com a infusdo de 300 mL de 6leo de
peixe no rumen ou duodeno. Como a digestibilidade da MS e MO foi aumentada e a
diminuicdo da palatabilidade da dieta ndo era esperada com a infusdo do 6leo de peixe
no rumen, estes autores colocam que a reducdo no CMS com o0 Oleo de peixe ocorreu
por efeito metabdlico. Entre as fontes de lipidios, as caracteristicas que podem afetar o
CMS sao a aceitabilidade da fonte de gordura, comprimento da cadeia, grau de
insaturacao, biohidrogenacdo, esterificacéo e efeito hiperfagico (ALLEN, 2000). O CMS
foi mais afetado pelo 6leo de peixe devido a um ou mais dos fatores citados acima. O
consumo dos outros nutrientes refletiu a composi¢ao da dieta e o CMS.

As digestibilidades ruminais de MS, MO, FDN e FDA foram menores para as
dietas com 6leo de soja e de MS, MO e FDN foram menores para as dietas com baixos
teores de concentrado (Tabela 13). A digestibilidade ruminal de PB foi negativa para
todos os tratamentos, devido a reciclagem de nitrogénio enddgeno, e foi menor para as
dietas com Oleo de soja. Este resultado pode ter ocorrido porque o teor de PB das
dietas experimentais foi baixo (14,56%), menor do que os 17,0 % recomendados pelo

NRC (2001) para o nivel de producéo das vacas deste experimento.
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A digestibilidade aparente total foi maior para as dietas com 6leo de peixe para
MO e FDN e tendeu a ser maior (P=0,0569) para MS. Nao houve efeito de concentrado
sobre a digestibilidade aparente total para nenhuma caracteristica estudada.

A maior parte da digestdo de MO, FDN e FDA ocorreu no rimen (Tabela 13). A
proporcdo da digestibilidade ruminal em relacdo a digestibilidade total de MO, FDN e
FDA foi maior para as dietas com 6leo de peixe, sendo que para FDN e FDA, o rimen
respondeu por 100% da digestao na dieta com 6leo de peixe.

Shingfield et al. (2003) também observaram uma reducdo consumo de silagem e
no fluxo de MS e MO no canal do omaso em decorréncia da suplementagdo com 250 g
de dleo de peixe por dia, mas o CMS total e as digestibilidades aparentes total e
ruminal ndo foram diferentes da dieta controle, sem 6leo.

O aumento na digestibilidade aparente total da MS, MO e FND também foi
observada com a suplementacdo de 400 mL de Oleo de peixe por dia (DOREAU;
CHILLIARD, 1997b). Wonsil; Herbein e Watkins (1994) observaram um aumento
numérico, mas néo significativo, nas digestibilidades aparentes ruminal e total para MS,
MO e FDA em dietas com 1,5% de 6leo de peixe e 1,5% de &cido estearico em relagéo
as dietas suplementada com uma mistura de 1,5% de 6leo de soja e 1,5% de oleo de
soja parcialmente hidrogenado e controle, sem oleo.

A suplementacdo da dieta com lipidios, principalmente aqueles com maiores
teores de acidos graxos poliinsaturados, € esperada reduzir a digestibilidade da fibra e
de matéria organica, tdo bem como a propor¢ao de acetato:propionato, indicando haver
interferéncia destes no ambiente ruminal (DOREAU; CHILLIARD, 1997b). Os lipidios da
dieta diminuem a digestibilidade da fibra por formar um filme que recobre a particula de
alimento, impedindo a ades&do microbiana ou através de um efeito toxico direto sobre as
bactérias celuloliticas (JENKINS, 1993). Os resultados de trabalhos com dietas com
Oleo de peixe parecem caminhar em sentido oposto. Huhtanen e Kukkonen (1995)
mostraram que a redug¢do no CMS reduz a taxa de passagem e aumenta o tempo de
retencdo da digesta. Este efeito parece superar os efeitos adversos do 6leo sobre a

digestdo da fibra, aumentando a digestdo dos nutrientes em dietas com 6Oleo de peixe.
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Tabela 13 — Digestibilidades aparentes ruminal e total de nutrientes de vacas
alimentadas com dietas com alto ou baixo teor de concentrado e 6leo de

soja ou peixe

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
Nutrientes®  Teor de concentrado® Teor de concentrado P>F*
Alto Baixo Alto Baixo EP O] C OxC
--------------- Digestibilidade ruminal, % --------------
MS 34,01 24,89 37,73 33,75 2,4877 0,0323 0,0272 0,3288
MO 44,59 34,81 49,32 45,29 1,8430 0,0026 0,0046 0,1530
PB -19,27 -27,04 -1,62 -6,10 4,9935 0,0038 0,2509 0,7493
FDN 39,69 31,34 48,38 45,96 1,8632 0,0001 0,0178 0,1454
FDA 40,10 32,39 47,40 46,37 2,7793 0,0040 0,1503 0,2602
———————————————— Digestibilidade total, % -----------------
MS 63,14 58,99 66,43 63,86 1,8715 0,0569 0,1062 0,6822
MO 65,11 61,21 68,23 66,10 1,7519 0,0482 0,1192 0,6269
PB 52,42 51,05 57,38 54,99 2,3739 10,0938 0,4491 0,8353
FDN 43,18 38,41 45,49 46,33 2,0215 10,0322 0,3566 0,1995
FDA 43,51 39,75 45,39 46,00 2,4526 0,1318 0,5386 0,3960
----- Proporcao da digestibilidade ruminal®, % ----
MS 54,05 42,80 56,87 52,84 4,2313 0,1629 0,1046 0,4154
MO 68,64 57,35 72,35 68,49 3,0873 0,0396 0,0365 0,2590
FDN 93,02 82,62 106,67 99,29 59748 0,0319 10,1711 0,8064
FDA 93,44 81,77 104,41 101,06 7,5097 0,0748 0,3434 0,5928

2 % de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.

’MS — matéria seca; MO — matéria organica; PB — proteina bruta; FDN — fibra em detergente neutro; FDA
— fibra em detergente acido.

®Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.

“Efeitos: O — fonte de 6leo; C — teor de concentrado e O x C — interacdo entre a fonte 6leo e teor de
concentrado.

5Proporgéo da digestibilidade ruminal em relagdo a digestibilidade total.

3.2.2.2 Perfil de acidos graxos no canal do omaso

Nao houve efeito do teor de concentrado e nem para a interacdo entre o teor de
concentrado a fonte de 6leo para as varidveis de perfil de acidos graxos no canal do
omaso. A fonte de Oleo afetou significativamente a maioria dos acidos graxos (Tabela
14).

O Oleo de peixe apresentou maiores teores de Ci2.09, Ci4:0, Ci6:0, C16:1, C20:5€ Co2

no canal do omaso do que as dietas com Oleo de soja (Tabela 14) e isso foi
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provavelmente um reflexo do maior teor destes acidos graxos no Oleo de peixe, como
pode ser observado na Tabela 10.

O teor de Cigfoi 331% maior para as dietas com 6leo de soja (52,35 g/100g) em
relacdo as dietas com 6leo de peixe (15,81 g/100g). Loor et al. (2005b) verificaram que
a percentagem de Cig.0 no duodeno foi 2,5 vezes menor para a dieta com 6leo de peixe
do que para a dieta com 6leo de girassol (alto teor de &cido linoléico). Shingfield et al.
(2003) também observaram que o fluxo de Cig.o diminuiu de 283 g/d para 47 g/d quando
a dieta basal foi suplementada com 250 g/d de 6leo de peixe. A reducéo do C;g; para
Cis0 € considerada um passo limitante no processo de biohidrogenacdo (BAUMAN et
al., 1999) e a inibicdo deste ultimo passo € observada com altas doses de 6leo vegetal
rico em acido linoléico (HARFOOT; NOBLE; MOORE, 1973). Porém, a analise do perfil
de acidos graxos na gordura do leite deste trabalho confirma que este efeito parece ser
muito mais acentuado com a adicao do 6leo de peixe do que em dietas com lipidios de
origem vegetal (RAMASWAMY et al., 2001; WHITLOCK et al., 2002). O efeito do 6leo
de peixe no aumento da concentracdo de Cigi trans-11 na gordura do leite, e na
reducdo drastica dos niveis de acido estearico, tem sido a base para a teoria de que o
Oleo de peixe inibe o Ultimo passo no processo de biohidrogenacdo ruminal
(ABUGHAZALEH et al., 2002; DONOVAN et al., 2000; LOOR et al., 2005b; WHITLOCK
et al., 2002).

A biohidrogenacédo do 6leo de soja foi extensa, principalmente do &cido linoléico,
gue apresentava um teor de 31,97 g/100g na dieta e caiu para 4,61 g/100g no canal do
omaso. Embora as dietas com 6leo de peixe apresentassem baixos teores de Cig:
(7,46 g/100g), o teor deste acido graxo no canal do omaso néo foi diferente das dietas
com 6leo de soja. Loor et al. (2005b) também observaram resultados semelhantes onde
o teor de C;5.2 no duodeno foi um pouco maior para a dieta suplementada com 6leo de
girassol (5,20 g/100g) em relacdo a dieta com o6leo de peixe (4,02 g/100g), a despeito
da grande diferenca na concentracdo de Cig, entre as duas dietas. Shingfield et al.
(2003) observaram um aumento nos fluxo de Cis, de 8,2 g/d para 31,6 g/d com a
suplementacéo de 250 g/d de 6leo de peixe, sendo que os Cig» trans ndo conjugados
representaram a maior parte. Estes autores afirmam que do mesmo modo que o Oleo

de peixe inibe a reducdo de Ci;s; a Cigo, ele também inibe a reducdo de Cig, trans
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porque a mesma bactéria seria responsavel pela reducédo dos dois acidos graxos. Beam
et al. (2003) também afirmam que a diminuicdo da isomerizacdo de Cig., pode se dar
por inibicho competitiva da linoleato isomerase pelos intermediarios da
biohidrogenacédo. Um maior acumulo de intermediarios da biohidrogenacéo é esperado
nas dietas com 6leo de peixe devido a saturacdo completa de &cidos graxos nao
ocorrer nesta situacao.

N&o houve diferenca no teor de CLA cis-9, trans-11 entre as fontes de variacdes
estudadas neste experimento, mas os valores encontrados sdo muito altos quando
comparados com outros trabalhos. Piperova et al. (2002) encontraram fluxo de CLA cis-
9, trans-11 para o duodeno bem mais baixos, sendo que o teor dobrou quando a dieta
com baixo teor de forragem (25% da MS, 0,244 g/d) foi fornecida sem a adicédo de 1,5%
de bicarbonato de sodio e 0,5% de 6xido de magnésio (0,529 g/d). Shingfield et al.
(2003) nao encontraram diferenca entre o fluxo de CLA cis-9, trans-11 entre a dieta
controle (2858 mg/d) e a dieta suplementada com 250 g/d de 6leo de peixe (2077
mg/d). Loor et al. (2005b) observaram que o CLA cis-9, trans-11 foi maior no canal do
omaso nas dietas com 6leo de girassol (0,22 g/100g) em relacdo as dietas com 6leo de
peixe (0,06 g/100g). O CLA cis-9, trans-11 é um intermediario na biohidrogenacdo do
acido linoléico (HARFOOT; HAZLEWOOD, 1988) e era de se esperar que as dietas
com 6leo de soja apresentassem 0s maiores teores deste CLA. Isto ndo ocorreu porque
esta molécula é apenas um intermediario transitério no processo de biohidrogenacéo.

N&o houve efeito do teor de concentrado sobre o teor de CLA trans-10, cis-12.
Este resultado foi inesperado porque a associagao de alto concentrado e suprimento de
acido linoléico na dieta € uma condicao classica para a reducao do teor de gordura do
leite (GRIINARI et al. 1998) mediada pela formac&o de CLA trans-10, cis-12 (BAUMAN;
GRIINARI, 2003). No primeiro capitulo desta tese, foi demonstrado que ndo houve
efeito do concentrado sobre o teor e a secrecdo diaria de gordura do leite, devido
basicamente a reducdo no teor de gordura do leite ocorrer também nas vacas
alimentadas com a dieta com baixo teor de concentrado e 6leo de soja. Isto justifica o
aparecimento de teores semelhantes de CLA trans-10, cis-12 nas dietas com baixo e

alto teores de concentrado e 6leo de soja e corrobora com a hipétese de que a relacéo
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concentrado:volumoso ndo separou as dietas em relacdo ao padrdo de
biohidrogenacéo esperado.

O teor de CLA trans-10, cis-12 foi maior para as dietas com 6leo de soja. Loor et
al. (2005b) também encontraram maiores teores de CLA trans-10, cis-12 no duodeno
de vacas alimentadas com 6leo de girassol em relacdo as vacas alimentadas com 6leo
de peixe em dietas com 60% de concentrado. Estes resultados reforcam a hipétese de
que h&a outra molécula formada no rimen em dietas com 6leo de peixe que inibe a
sintese de gordura na glandula maméria. Isto é consistente com os dados deste
trabalho, uma vez que a variagdo nos teores de CLA trans-10, cis-12 encontrados no
omaso nao justificam os menores teores de gordura no leite das vacas alimentadas com
6leo de peixe, conforme discutido no primeiro capitulo desta tese.

O teor de Cig:» trans-11, cis-15 foi aumentado no canal do omaso em dietas com
Oleo de peixe. Este isbmero de &cido linoléico ndo conjugado é um intermediario na
biohidrogenacgéo do &cido a-linoléico (Cis:3 n-3; DESTAILLATS et al. 2005). Loor et al.
(2005b) mostraram que o fluxo de Cig, trans-11, cis-15 foi maior em dietas
suplementadas com 5% de 6leo de linhaca (47,4 g/100g), rico em Cjg:3 n-3, em relacdo
a dieta suplementada com 5% de 6leo de girassol (7,6 g/100g), sendo o teor na dieta
com Oleo de peixe intermediario (17,5 g/100g). Shingfield et al. (2003) observaram um
aumento no fluxo de Cig trans-11, cis-15 no canal do omaso de 2811 mg/d para a
dieta controle para 18758 mg/d com suplementacdo de 250 g/d de Oleo de peixe na
dieta. O 6leo de peixe aumenta o fluxo intestinal de Cig., trans-11, cis-15, apesar da
ingestao de C;g3 n-3 ser similar em comparacéo as dietas com 6leo de girassol (LOOR
et al., 2005b) ou sem 6leo (SHINGFIELD et al., 2003). No presente trabalho o consumo
de Cis:3 n-3 também foi menor para a dieta com 6leo de peixe do que para a dieta com
Oleo de soja. Loor et al. (2005b) afirmam que estes resultados sdo decorrentes da
inibicdo da biohidrogenacdo completa de Cis.3 Nn-3 de outras fontes da dieta pelo EPA e

DHA presentes no 6leo de peixe.



Tabela 14 — Perfil de acidos graxos da digesta do omaso (g/100g) de vacas alimentadas com dietas com alto ou baixo

teor de concentrado e 6leo de soja ou peixe

(continua)
Fonte de dleo’
Oleo de soja Oleo de peixe
Acidos Gaxos Teor de concentrado® Teor de concentrado P>F
Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado Interacéo

Cioo 0,01 0,03 0,02 0,04 0,0106 0,2459 0,1661 0,7408
Ci20 0,16 0,14 0,22 0,24 0,0125 0,0001 0,895 0,0903
Ci3;0 anteiso 0,04 0,03 0,05 0,06 0,0136 0,1081 0,8872 0,6153
Ciza 0,99 1,34 1,04 1,45 0,2709 0,7705 0,1877 0,9164
Cizo 0,06 0,18 0,05 0,07 0,0597 0,3913 0,2821 0,4118
Ci4:0iSSO 0,06 0,08 0,08 0,06 0,0231 0,8946 0,9892 0,4059
Ciao 0,52 0,57 1,31 1,61 0,1208 <0,0001 0,1891 0,3389
Cis:0 iSSO 0,24 0,21 0,47 0,44 0,0447 0,0006 0,5654 0,9389
Cis;0 anteiso 0,43 0,45 0,63 0,77 0,0302 <0,0001 0,0267 0,1169
Ciaa 0,14 0,13 0,27 0,19 0,0637 0,1538 0,4945 0,5592
Ci60 14,86 14,67 18,93 20,57 0,4744 <0,0001 0,1606 0,0875
Ci7.0is80 0,03 0,01 0,18 0,21 0,0188 <0,0001 0,6646 0,1864
Ci7.0 anteiso 0,15 0,14 0,38 0,40 0,0287 <0,0001 0,9722 0,5085
Ci61 0,22 0,22 0,65 0,79 0,0839 0,0002 0,4571 0,4048
Ci7o 0,40 0,40 0,53 0,64 0,0233 <0,0001 0,0638 0,0542
Ci7a 0,02 0,00 0,12 0,15 0,0216 0,0003 0,6123 0,3384
Ciso 53,42 51,28 17,72 13,90 3,5978 <0,0001 0,429 0,8207
Cisa 18,94 20,03 38,05 40,09 2,5599 <0,0001 0,5568 0,8562
Cis2trans-11, cis-15 0,16 0,22 0,75 1,00 0,1227 0,0003 0,2289 0,4626
Cis:2 Cis-9, cis-12 4,67 4,55 3,99 3,38 0,5295 0,1158 0,5074 0,652
Cig3n-3 0,40 0,34 0,30 0,34 0,0373 0,2237 0,8949 0,2371
CLA trans-7, cis-9 0,02 0,00 0,00 0,00 0,0097 0,3434 0,3434 0,3434
CLA cis-9, trans-11 1,01 1,24 1,15 0,99 0,1000 0,6209 0,7269 0,0867
CLA trans-10, cis-12 0,10 0,07 0,01 0,04 0,0263 0,039 0,9741 0,2996
Cao1 0,00 0,00 0,02 0,00 0,0085 0,2878 0,4393 0,4393
Ca20 0,17 0,21 0,09 0,07 0,0219 0,0007 0,6604 0,2447
Ca21 0,01 0,00 0,12 0,11 0,0209 0,0004 0,7578 0,9798
Coo3 0,00 0,00 0,02 0,01 0,0055 0,0444 0,5229 0,5229
Czo:4 0,00 0,00 0,00 0,06 0,0306 0,3434 0,3434 0,3434
Caz2 0,01 0,00 0,25 0,22 0,0478 0,001 0,7617 0,9019
Caos 0,00 0,00 0,15 0,14 0,0405 0,0058 0,8994 0,9776

8



Tabela 14 — Perfil de acidos graxos da digesta do omaso (g/100g) de vacas alimentadas com dietas com alto ou baixo

teor de concentrado e Oleo de soja ou peixe

(concluséo)

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe

Acidos Gaxos Teor de concentrado® Teor de concentrado P>F

Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado  Interacéo
Cos1 0,06 0,00 0,00 0,01 0,0041 0,3434 0,3434 0,3434
Cos 0,27 0,22 0,23 0,29 0,0227 0,1182 0,1237 0,2914
Cog 0,03 0,01 0,30 0,33 0,0742 0,0024 0,8801 0,8166
Total de AG (g/d) 0,636 0,843 0,449 0,497 0,0604 0,0002 0,9109 0,5113

1206 de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.
2Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.

G8
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3.2.2.3 Perfil de 4cidos graxos octadecendicos no canal do omaso

Os dados de perfil de acidos graxos octadecendicos no canal do omaso podem
ser visualizados na Tabela 15. O teor total de Cig:1 ndo foi muito diferente entre a dieta
(24,85 g/100g) e o canal do omaso (24,85 g/100g) para a dieta com 6leo de soja, mas o
perfil de Cig:1 foi bastante alterado, com reducdo do acido oléico e aumento de &acidos
graxos de cadeia trans. O teor total de C;s.; aumentou bastante entre a dieta (23,81
g/100g) e o canal do omaso (39,07 g/100g) na dieta com dleo de peixe, devido
principalmente ao Cjg trans-11 (57,9% do total de Cig.1 trans) e Cigj trans-10 (24,1%
do total de Cjg:; trans).

Houve efeito de interacdo entre a fonte de 6leo e o teor de concentrado apenas
para a variavel Cig Cis-12, onde a dieta com 6leo de peixe e baixo teor de concentrado
(0,26 g/100g) foi significativamente menor do que as dietas com 6leo de soja (0,64 e
0,95 g/100g para alto e baixo teor de concentrado, respectivamente) mas nao foi
diferente da dieta com 06leo de peixe e alto teor de concentrado (0,32 g/100g), sendo
que esta também ndo diferiu das dietas com 6leo de soja. O efeito de teor de
concentrado soO foi significativo para o &acido graxo Cjg; cis-13, com as dietas com
baixos teores de concentrado apresentando os maiores valores. O efeito de 6leo foi
significativo para a maioria das variaveis, com o 6leo de peixe apresentando os maiores
teores de total de Cig:1 trans, Ciga trans-5, Cig trans-9, Cig trans-11, Cig trans-13,
total de Cig:1 Cis, Cig:1 CiS-9, Cyg1 Cis-11 e Cyg CiS-13, e menor teor de Cig; trans-16.

Loor et al. (2005b) ndo observaram diferenca entre os teores de Cig; trans e
Cis:1 Cis no duodeno entre dietas suplementadas com 2,5% de 6leo de peixe e 5% de
Oleo de girassol, com excec¢do de C;g; trans—4 e Cjg trans—5, onde os valores para a
dieta com 6leo girassol foram maiores, e Cig:1 Cis-11, onde o valor para a dieta com 6leo
de peixe foi maior. Shingfield et al. (2003) observaram um aumento no fluxo de total de
Cis:1, no canal do omaso com a adi¢do de 250 g por dia de 6leo de peixe (201 g/d) em
relacdo a dieta basal, sem d6leo (50 g/d), sendo que o aumento no fluxo total de Cig:
trans contribuiu com 95% e o de C;g; trans—11 com 69% deste aumento.

O aumento no teor de acidos graxos trans se da porque, embora a

biohidrogenacéo dos acidos graxos do 6leo de peixe seja extensa, ela € menor do que
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a dos acidos graxos de 0leos vegetais. Na biohidrogenacédo do 6leo de peixe, muitos
intermediarios sdo formados e a saturacdo total ndo € alcancada (CHILLIARD;
FERLAY; DOREAU, 2001). Isto pdde ser observado neste trabalho pelo maior teor de
acido estearico no canal do omaso nas dietas com 0Oleo de soja.

N&o houve efeito de 6leo e nem de concentrado sobre o teor de Cig.1 trans—10 no
canal do omaso. A auséncia do efeito do teor de concentrado ndo era esperada em
funcdo do que foi demonstrado por Griinari et al. (1998) em dietas que causam
depresséo da gordura do leite. Shingfield et al. (2005) mostraram que o aumento no
teor de concentrado da dieta alterava o padréo de Cjg.; trans na gordura do leite, com o
Cisg:1 trans-10 sobrepondo o Cig; trans-11 como o principal isdmero monoendico trans
em dietas com 3% de uma mistura de 6leo de peixe e girassol. Estes autores também
mostraram uma relacdo positiva entre o consumo de amido na dieta e o teor de Ciga
trans-10 na gordura do leite. Estes resultados refletiram as mudangas ocorridas na
biohidrogenacao ruminal. Loor et al. (2005b) observaram que o teor de Cig; trans—10
(12,6 ¢g/100g) foi igual ao teor de Cig; trans—11 (12,7 ¢g/100g) no duodeno de vacas
alimentadas com dietas com 6leo de peixe e 65% de concentrado, resultado igual a
dieta com 6leo de girassol.

Dietas com alto teor de concentrado promovem o crescimento de Megasphera
elsdenii YJ-4 que pode converter Cig.2 N-6 em CLA trans-10, cis-12 (KIM et al., 2002),
que € um precursor para formagédo de Cjg; trans-10 no rimen (BAUMAN; GRIINARI,
2003). Kemp; White e Lander (1975) estabeleceram que cepas de Ruminococcus albus,
capazes de crescer com amido como unico substrato, hidrogenaram extensivamente
Cis2 N-6 € Cyg3 N-3 a Cyg; trans (95% dos produtos finais), com mais de 70% sendo
Cig:1trans-10.

Outra forma de sintese de Cigi trans-10 € pela isomerizacdo do Cigi Cis-9
(MOSLEY et al., 2002). Mas ainda nao se estudou se a formag&o de isébmeros trans-10
pode ser aumentada a partir do acido oléico por alteragfes da dieta, como teor e tipo de
concentrado ou fonte de 6leo.

Loor et al. (2005b) compararam o teor de C;g; trans-10 no duodeno de vacas
recebendo dietas com alto teor de concentrado e suplementadas com 2,5% de 6leo de

peixe, 5% de Oleo de linhaca ou 5% de 6leo de girassol. O teor de C;g.; trans-10 foi igual
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entre as dietas com 6leo de peixe (12,6 g/100g) e girassol (11,8 g/100g) mas estes
foram maiores do que o teor na dieta com 6leo de linhaca (3,08 g/100g). Porém o teor
de Ci5.2 N-6 na dieta foi quase 4 vezes maior para a dieta com 6leo de girassol e o teor
de Cig:1 Cis-9 na dieta foi quase o dobro na dieta com 6leo de linhaca em relacdo aos
teores no Oleo de peixe. Estes resultados levaram os autores a sugerir que o teor de
Cis:1 trans-10 no duodeno de vacas alimentadas com 6leo de peixe ndo esta associado
com a ingestao de &cido oléico ou linoléico e que a sua origem pode ser devido a parte
do Cjg; trans-11 acumulado ser convertido & Cig; trans-10. Isso ilustra que o
aparecimento de Cjg; trans-10 em dietas com Oleo de peixe pode ser resultado de uma
combinacdo de fatores, tal como a isomerizacdo de C;g; trans-11 e outros Cig; trans,

incompleta biohidrogenacgéo de Cis.» n-6 e isomerizacdo do 4cido oléico da dieta.



Tabela 15 — Perfil de acidos graxos octadecendicos da digesta do omaso (g/100g) de vacas alimentadas com dietas com
alto ou baixo teor de concentrado e 6leo de soja ou peixe

Fonte de 6leo’

Oleo de soja Oleo de peixe
Acidos Gaxos Teor de concentrado” Teor de concentrado P>F
Alto Baixo Alto Baixo EP Oleo Concentrado  Interacéo

Cig4 trans-4 0,12 0,13 0,13 0,11 0,0167 0,7594 0,7484 0,3385
Cig4 trans-5 0,08 0,09 0,14 0,11 0,0170 0,0454 0,5506 0,391
Cig: trans-6-8 0,95 1,00 1,27 1,11 0,2001 0,3041 0,7876 0,6003
Cig1 trans-9 0,64 0,67 1,14 1,11 0,0860 0,0004 0,9849 0,7054
Cigy trans-10 2,78 1,95 8,00 7,33 2,5650 0,0689 0,7764 0,9764
Cig trans-11 6,16 7,27 17,59 19,25 2,9902 0,0035 0,6543 0,928
Cigy trans-12 1,03 1,15 1,27 1,46 0,0840 0,0098 0,0992 0,6688
Cigy trans-13 1,04 1,09 1,43 1,73 0,1779 0,019 0,3509 0,4968
Cig trans-16 0,70 0,75 0,21 0,23 0,0629 <0,0001 0,5278 0,7858

Total Cyg4 trans 13,50 14,11 31,18 32,44 2,3519 <0,0001 0,7012 0,8926
Cig: Cis-9 4,15 4,38 4,86 5,60 0,3931 0,0361 0,2489 0,5391
Cig1 Cis-11 0,51 0,43 1,50 1,59 0,1378 <0,0001 0,9801 0,5425
Cig Cis-12 0,64 0,95 0,32 0,26 0,0723 <0,0001 0,1235 0,0292
Cyg Cis-13 0,04 0,05 0,08 0,09 0,0066 0,0002 0,045 0,9073
Cig1 Cis-15 0,11 0,11 0,10 0,11 0,0406 0,941 0,9183 0,9924

Total Cyg; Cis 5,44 5,92 6,87 7,65 0,4924 0,0108 0,2324 0,7667

1206 de 6leo de peixe ou 2% de 6leo de soja na MS da dieta.
2Alto — 60% de concentrado; Baixo — 40% de concentrado.
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3.2.2.4 Biohidrogenacao ruminal de acidos graxos

A biohidrogenacdo de &cidos graxos no rumen foi avaliada em fungcdo do
desaparecimento de Cig; cis-9, Cig2 N-6, Ci5.3 N-3, EPA e DHA entre a dieta e o canal
do omaso. A biohidrogenacdo de Cigi cis-9 foi afetada apenas pelo nivel de
concentrado na dieta, sendo maior para a dieta com alto teor de concentrado (81,79%)
em relacdo a dieta com baixo teor (74,70%). A fonte de Oleo afetou significativamente a
biohidrogenacédo de Cig» n-6 e Cig3 N-3, sendo que o Oleo de peixe apresentou 0s
menores percentuais (61,55 e 66,57%, para Cis2 n-6 e Cig:3 N-3, respectivamente) em
relacdo ao 6leo de soja (84,66 e 88,41%, para Cis.» n-6 e Cig.3 N-3, respectivamente). A
biohidrogenacéo de EPA foi de 98,30% e de DHA foi de 96,55% para as dietas com
Oleo de peixe.

Shingfield et al. (2003) n&o observaram efeito da suplementacédo de 250 g por dia
de 6leo de peixe sobre a biohidrogenacgéo de Cig:; cis-9, Cig.» N-6 € Ci5:3 N-3 em relacdo
a dieta controle, com médias de 84, 96 e 99%, respectivamente. A biohidrogenacao de
EPA e DHA foi de 98%, semelhante ao resultado encontrado neste trabalho.

Loor et al. (2005b) encontraram menor biohidrogenacdo de Cjg; cis-9 (64 X
0,80%) e Cig2 N-6 (75 x 92%) com o fornecimento de 2,5% de 6leo de peixe na dieta
em relacdo ao fornecimento 5% de 6leo de girassol em dietas com altos teores (65%)
de concentrado. Estes autores sugerem que este resultado é decorrente da
biohidrogenacdo ruminal ser sensivel a mudangas na populacdo microbiana induzidas
por acidos graxos especificos, como EPA, DPA e DHA, que podem ser tdxicos para as
bactérias ruminais. Em um outro trabalho do mesmo grupo de pesquisa (UEDA et al.,
2003b apud LOOR et al., 2005b) o maior nimero de protozodrios encontrados nas
dietas com o6leo de peixe pode ser responsavel pela redug¢do na biohidrogenacédo de
acidos graxos poliinsaturados. A biohidrogenacdo de EPA e DHA foi de 92 e 89%,
respectivamente. Aqueles autores atribuem os menores valores de biohidrogenacgéo de
EPA e DHA em comparacao ao trabalho de Shingfield et al. (2003) a diferenca no teor
de concentrado das dietas.
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3.3 Conclusodes

N&o houve efeito da interacdo entre o teor de concentrado e a fonte de éleo para
todas as variaveis estudadas, com excecdo de Cig; cis-12. As digestibilidades de MS,
MO, FDN e FDA foram menores quando o teor de concentrado foi baixo. Isto foi
consistente com o menor consumo observado.

A fonte de oleo teve efeito significativo para a maioria das variaveis estudadas. O
Oleo de peixe reduziu o consumo e o fluxo no omaso de MS e das demais variaveis
avaliadas. O Oleo de peixe também aumentou a digestibilidade aparente ruminal de MS,
MO, PB, FDN e FDA e a digestibilidade aparente total de MO e FDN.

Em relacdo ao perfil de &cidos graxos da digesta no omaso, as dietas com 6leo
de peixe tiveram menores teores de &cido estearico, maiores teores de acidos graxos
monoenaicos trans, principalmente de Cig:; trans-11, maiores teores de Cy:5 € Coop, €
menores teores de CLA trans-10, cis-12 em relacdo as dietas com 6leo de soja. Nao
houve efeito de concentrado sobre os teores de CLA trans-10, cis-12 e Cjg; trans-10 e

nem efeito da fonte de 6leo sobre o teor de CLA cis-9, trans-11 na digesta do omaso.
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