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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

SUPLEMENTAQAO COM ACIDOS GRAXOS DE CADEIA MEDIA NA
EMISSAO DE METANO, PRODUCAO E QUALIDADE DO LEITE EM
VACAS LACTANTES

AUTOR: EDUARDO GARCIA,BECKER
ORIENTADOR: JULIO VIEGAS
Data de Defesa: Santa Maria, 26 de Fevereiro de 2015.

Aditivos lipidicos utilizados na nutricdo de vacas leiteiras podem afetar tanto
a composicdo da gordura do leite, quanto modificar o perfil de acidos graxos
individuais, reduzindo as emissdes de metano, tornando-se uma pratica sustentavel
para pecuaria leiteira. Para verificar o efeito de um aditivo a base de &cidos graxos
de cadeia média (AGCM), contendo acido caproico, caprilico, caprico, laurico e
miristico, foram testados quatro tratamentos: CTL (controle, sem suplementacéo),
AGCM20 (5g AGCM), AGCM40 (10g AGCM) e AGCM80 (20g AGCM) na producéo
in vitro gas (Experimento 1) e na dieta de vacas em lactagdo (Experimento 2). Os
frascos foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com
medidas repetidas no tempo e 0s animais em um triplo quadrado latino, com quatro
animais, quatro periodos, quatro tratamentos, respectivamente. No experimento 1
foram avaliados a producao de gas, acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e metano
(CHy); no Experimento 2 os parametros produtivos de leite e perfil individual dos
acidos graxos da gordura do leite. Houve reducéo significativa na producao de gas e
metano (P<0,05), alterando o perfil de AGCC na producdo in vitro gas nos
tratamento AGCM40 e 80 em comparacao com o controle. Ndo foram observados
efeitos nos parametros produtivos (P>0,05), entretanto, foram observados aumentos
lineares de C17:.0 e C18:3n6 (P<0,05), nos tratamentos AGCM20 e 80
respectivamente. Foi constatado que o uso de 10 e 20g de AGCM reduz a producao

de metano, ndo alterando a producao de leite.

Palavras-chave: Acidos graxos saturados. Acidos graxos volateis. Efeito estufa. In
vitro gas. Lipideos.



ABSTRACT

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

SUPLEMENT WITH MEDIUM CHAIN FATTY ACIDS ON METHANE
EMISSION, PRODUCTION AND MILK QUALITY IN COWS
LACTATING

AUTHOR: EDUARDO GARC;IA BECKER
ADVISOR: JULIO VIEGAS
Defense’s Place: Santa Maria, February 26™ of 2015.

Lipid additives used in the nutrition of dairy cows may affect both milk fat
composition, as modifying the individual fatty acid profile, reducing methane
emissions, becoming a sustainable practice for dairy cattle. To verify the effect of an
additive based on medium chain fatty acids (MCFA) containing caproic acid, caprylic,
capric, lauric and myristic, four treatments were tested: CTL (control without addition
of MCFA), AGCM20 (59 MCFA), AGCM40 (10g MCFA) and AGCM80 (20g MCFA)
on in vitro production gas (Experiment 1) and in the diet of lactating cows
(Experiment 2). The bottles were distributed in a completely randomized design with
repeated measurements over time and animals in triple latin square with four
animals, four periods, four treatment, respectively. In Experiment 1 evaluated the
production of gas, short chain fatty acids (SCFA) and methane (CH4); in Experiment
2 the productive parameters of milk and individual profile of fatty acids of milk fat.
There was a significant decrease in gas production and methane (P<0.05), changing
the profile of SCFA production in vitro treatment gas in AGCM40 and 80 compared
with the control. No effects on productive parameters (P>0.05), however, were
observed linear increase of C17:0 and C18: 3n6 (P<0.05) in the treatments AGCM20
and 80 respectively. It has been found that the use of MCFA 10 and 20g reduce the
production of methane, without altering milk production and fatty acids of milk.

Keywords: Greenhouse effect. In vitro gas. Lipids. Saturated fatty acids. Volatile
fatty acids.
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1 INTRODUCAO

Varios paises vém adotando sistemas de precos diferenciados baseados
ndo s6 em volume de leite, mas também bonificando produtores rurais com relagédo
a qualidade e a quantidade dos componentes lacteos. A gordura do leite é de grande
valor econdmico, além de contribuir para a densidade e propriedades fisicas do leite,
e qualidade organoléptica (HARVATINE et al.,, 2009) do leite e derivados.
Observam-se grandes variagbes na gordura do leite em comparacdo a outros
componentes (SUTTON, 1989). Dentre as causas dessa variacdo podemos citar as
diferentes racas leiteiras, época do ano e principalmente manipulacfes dietéticas,
sendo esta ultima passivel de alterar os componentes do leite, exigindo uma
compreensao da regulacdo metabdlica da sintese da gordura do leite. Relatos na
literatura demonstram que a reducdo na porcentagem da gordura do leite pode
chegar até a 46%, decorrente de dietas que contém altos niveis de grdos e acidos
graxos poli-insaturados (AGPI) (PIPEROVA et al., 2000; PETERSON et al., 2003).
Além disso, varios estudos vém mostrando os efeitos de aditivos na nutricdo de
vacas leiteiras sobre a composicdo da gordura do leite (LOCK e BAUMAN, 2004,
JENKINS e MCGUIRE, 2006; HARVATINE et al., 2009).

Sempre se busca o0 aumento de producéo e da eficiéncia produtiva, com um
prisma diferenciado em relacdo a melhoria do perfil nutricional dos produtos
alimentares. Leite e produtos lacteos sao reconhecidos como importante fonte de
nutrientes, energia, proteinas, minerais e vitaminas essenciais na dieta humana
(NRC, 2001). A crescente conscientizacdo da saude humana e de propriedades
metabolicas de acidos graxos do leite (MCGUIRE e BAUMAN, 2002; PARODI, 2002;
BAUMAN e GRIINARI, 2003) é parte da motivacdo para a tentativa de modelar a
producéo desses acidos graxos individuais.

Neste sentido, ha grande foco na reducdo de doencas cardiovasculares,
buscando a diminuicdo dos teores dos acidos graxos saturados (AGS) e o
incremento da concentragdo de 6mega-3 e acido linoleico conjugado (CLA) no leite
por causa de seus beneficios potenciais para a saude humana (LOCK e BAUMAN,
2004). Em contrapartida um estudo de meta-analise realizada em humanos concluiu

que o acido laurico apresentou efeito favoravel sobre a taxa de colesterol HDL
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(lipoproteina de alta densidade), conhecido popularmente como “colesterol bom”, do
que qualquer outro 4cido graxo estudado (MENSINK et al., 2003), indicando que
leite de ruminantes contendo maiores proporcdes de acidos graxos de cadeia média
(AGCM) podem oferecer beneficios em relacdo a nutricAo e saude humana
(HRISTOV et al., 2009).

Diferentes tipos de gorduras sao potentes modificadores da fermentacao
ruminal e podem oferecer uma estratégia nutricional para melhorar a eficiéncia da
dieta fornecida para vacas leiteiras, reduzindo as perdas inerentes ao processo.
Contudo, a producdo de metano tornou-se um objetivo importante na pesquisa em
nutricdo de ruminantes. As Archaeabacterias e protozoarios ruminais vem chamando
atencdo por serem formadores de gases, em especial o metano, contribuindo
diretamente para o aquecimento global (HOOK et al., 2010). Gorduras ricas em
acidos graxos saturados de cadeia média sdo conhecidos por modificar a
fermentacdo ruminal atuando como supressores da formacdo de CHg4
(MACHMULLER, 2006). Alguns acidos graxos como caprilico (C8:0), caprico (C10:0)
e laurico (C12:0) sdo potentes antimetanogénicos através da reducdo de
protozoarios ruminais e também da inibicdo direta da metanogénese ruminal
(DOHME et al., 2001; AJISAKA et al.,, 2002; GOEL et al., 2009). Outros acidos
graxos de comprimento de cadeia mais longa, como os &cidos palmitico (C16:0) e
esteérico (C18:0), ndo possuem essas caracteristicas (DOHME et al., 2001; SOLIVA
et al., 2004; ZHANG et al., 2008; HRISTOV et al., 2009).

Assim, 0 uso de acidos graxos de cadeia média na dieta de vacas em
lactagdo pode ser uma alternativa afim de aumentar a concentracdo da gordura do
leite, além de modificar o perfil de acidos graxos do leite, tornando-se uma pratica
viavel também na reducdo das emissdes de metano com impacto no ambiente e na

producao leiteira.



2 OBJETIVOS E HIPOTESES

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do uso de acidos graxos de cadeia média (AGCM) contendo
acido caprico, &cido capréico, acido caprilico, acido laurico e acido miristico,
oriundos de Oleos vegetais de palma e coco, na dieta de ruminantes, sobre a

producao e qualidade do leite e na producdo de gas metano.

2.2 Objetivo especifico

Quantificar a producdo de acidos graxos de cadeia curta e producdo de
metano “in vitro”, como parametro da atividade fermentativa de micro-organismos
ruminais sobre uma dieta basal recebendo, ou néo, niveis de AGCM.

Determinar a producéo de leite de vacas em lactacao suplementadas ou néao
com niveis de AGCM.

Avaliar a ingestdo de matéria seca em vacas em lactacdo suplementadas,
ou ndo, com niveis de AGCM.

Quantificar os componentes qualitativos (CCS, gordura, proteina, solidos
totais, lactose, ureia) de vacas em lactacdo suplementadas, ou ndo, com niveis de
AGCM.

Quantificar o perfil de &cidos graxos no leite de vacas em lactacdo

suplementadas, ou ndo, com niveis de AGCM.
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2.3 Hipoteses

Tem-se por hipétese que a adicdo de AGCM incrementa o percentual de
gordura no leite e producdo de leite, diminuindo a formag&o de metano no rimen em

vacas em lactagao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fontes de gordura na dieta de vacas em lactacao

Acidos graxos (AG) s&o acidos carboxilicos com cadeias de acila compostas
por atomos de carbono. Dentre as principais caracteristicas de acidos graxos sao o
comprimento da cadeia, grau de insaturagdo, geometria da insaturacéo, ramificagao
entre outros. As cadeias podem ser saturadas ou insaturadas, lineares ou
ramificadas. Todas essas caracteristicas influenciam suas funcdes bioldgicas e a
essencialidade dos &cidos graxos (PALMQUIST & MATTOS, 2011). Geralmente, a
composicdo da dieta de vacas leiteiras contem apenas 3% de lipideos. A
suplementacdao lipidica acima de 5% da matéria seca pode comprometer o consumo
(PALMQUIST & JENKINS, 1980), provavelmente por mecanismos regulatérios que
controlam a ingestéo ou pela capacidade limitada de absorcao de lipideos no ramen.
Todavia, os lipideos sdo extremamente importantes, pois eles contribuem
diretamente com 75% da gordura do leite e sdo fontes ricas em energia para
ruminantes (PALMQUIST & MATTOS, 2011).

A suplementacdo com lipideos na dieta de ruminantes é realizada para
aumentar a densidade energética da dieta, e para manipular a fermentacdo ruminal
através da alteracdo na digestdo e absorcdo de nutrientes (MORAIS et al., 2011),
permitindo um maior aporte de energia para a sintese de leite e de seus
componentes (STAPLES, 1998). Ha diversas fontes de acidos graxos utilizados nas
racdes de vacas leiteiras, que sao fontes de energia de baixo custo, no qual incluem:
sementes inteiras de oleaginosas (soja, girassol, algoddo, canola, etc.), Oleos e
gorduras livres (6leos vegetais, sebo e misturas de gordura animal e vegetal) e
gorduras especiais “protegidas” (sais de calcio de acidos graxos) (PALMQUIST,
1993). Estas fontes variam em caracteristicas fisicas e quimicas que afetam a sua
digestibilidade, bem como os efeitos associados sobre o consumo de matéria seca
(ALLEN, 2000). Em geral, os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e média
(AGCM) apresentam maiores efeitos na fermentacdo ruminal do que os acidos

graxos de cadeia longa (AGCL) (Nagaraja et al., 1997). Dentre os 6leos estudados
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podemos citar o 6leo de peixe, que € fonte rica em acidos graxos poli-insaturados
(AGPI), razdo da depressdo na gordura do leite mesmo em dietas ricas em fibra
(BAUMAN & GRIINARI, 2003), como qualguer fonte de AG insaturados quando
fornecida em excesso, ao passo que fontes ricas em AG saturados ou mais inertes
no rimen podem aumentar a porcentagem de gordura no leite (PALMQUIST &
MATTOS, 2011). A soja contém cerca de 50% de acido linoleico, a linhagca com 47%
de é&cido linolénico, e o girassol e a canola so ricos em acido oleico. Oleos de coco
e de palma ricos em AGCM também sé&o potentes manipuladores da fermentacao e
metabolismo ruminal (HRISTOV et al.,, 2003). Caro¢co de algodao integral ou
sementes de soja integral tostada podem ser incluidos na ra¢cdo numa propor¢céo de
até 15% da matéria seca (3% gordura suplementar) sem afetar o consumo e a
fermentacao ruminal. O sebo € mais bioativo no rimen e ndo deve exceder 2% da
matéria seca, ja gorduras reaproveitadas de frituras, por sua vez, devem ser
limitadas em 1% da matéria seca em dietas para vacas em lactacdo (PALMQUIST &
MATTOS, 2011).

Acidos graxos em geral sdo conhecidos como particularmente téxicos para a
atividade ruminal de alguns protozodrios, bactérias celuloliticas e metanogénicas.
Foram mostrados como redutores do metabolismo destes protozoarios no ramen,
diminuindo a degradabilidade da fibra, e consequentemente afetando o consumo de
matéria seca (DOHME et al.,, 2001; DOHME et al., 2004; ODONGO et al., 2007).
Apesar dos lipideos se comportarem de maneira semelhante os &acidos graxos
saturados (AGS) sdo menos prejudiciais a flora microbiana. J&4 a utilizacdo de acidos
graxos insaturados (AGI) interfere de maneira mais severa no metabolismo ruminal
(PALMQUIST & JENKINS, 1980).

Gorduras em geral sdo vidveis na nutricdo de ruminantes como fonte de
energia, e no que diz respeito ao uso em vacas em lactacdo ocorrem respostas
variaveis na producéo e composicao do leite, sendo que essas respostas dependem
da dieta basal fornecida (volumoso:concentrado), estagio de lactacdo, balancgo
energeético, e principalmente a qualidade e composicdo do &cido graxo utilizado
(GRUMMER, 2004). Aléem disso, acidos graxos apresentam efeitos associativos
sobre a digestdo dos nutrientes no rimen. Mudang¢as no consumo de matéria seca,
teor de gordura do leite e digestibilidade da fibra sdo indicativos de que ha alteracéo
na fermentacdo ruminal durante a adicdo de gordura na dieta (NRC, 2001).

Observando os diversos beneficios com a suplementacéo de acidos graxos na dieta
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de vacas em lactacdo, alguns cuidados devem ser levados em conta durante a
suplementacdo, como o periodo de adaptacdo da dieta, por exemplo. Grummer
(1990) e Staples et al. (1998) citam que essa adaptacao e aceitabilidade de fontes
de gordura durante o fornecimento sdo determinantes para um retorno benéfico no
desempenho produtivo dos animais, pois quando se avalia diversas fontes de acidos
graxos em dietas de vacas em lactacdo, diferentes respostas sao esperadas
principalmente devido ao tipo e nivel de inclusdo do acido graxo. E isso explica em
partes a reducdo no consumo de matéria seca, baixa producdo de leite e mudancas
nos componentes do leite.

O fornecimento de &cidos graxos pode trazer beneficios quantitativos e
qualitativos a producéo leiteira, pois conforme PALMQUIST & JENKINS (1980), os
mesmos servem como alternativa viavel para suprir a demanda energética de vacas
leiteiras, além de promover a reducdo da metanogénese, entretanto, podem afetar
negativamente a digestdo da fibra quando a suplementacdo ultrapassa 5% da

matéria seca total da dieta.

3.2 Fermentagéao ruminal

O rumen apresenta um ecossistema microbiano estavel e ao mesmo tempo
dindmico. Além disso, é um sistema aberto e continuo, que proporciona um
ambiente ideal para a manutencdo da populacdo microbiana estavel, pela continua
evolugcdo em anos de selecdo (KOZLOSKI, 2009).

O pH ruminal exerce grande influéncia sobre o ambiente ruminal por permitir
ou nao a proliferacao de determinadas espécies de micro-organismos que habitam o
ramen, exercendo assim, grande impacto sobre o perfil de fermentacdo ruminal,
além de outras influéncias, como motilidade e absor¢cdo ruminal. Quando h&
alteracdo no pH, a permeabilidade desses organismos podem mudar, reduzindo a
geracdo de ATP. Desta maneira, quanto mais baixo € o pH ruminal menor sera o
crescimento microbiano para gerar energia via fermentacdo, e consequentemente
reduzir a geragao de ATP. Outro ponto importante que afeta o perfil fermentativo,

além do menor crescimento microbiano, € a reducdo na digestdo da celulose
(NAGARAJA & TITGEMEYER, 2007).
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No ecossistema anaerébio do rumen, os micro-organismos fermentam
carboidratos e proteinas para obter nutrientes necesséarios para seu crescimento.
Muitos dos produtos finais dessa fermentacdo, como os acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) e a proteina microbiana, sdo as principais fontes de nutrientes
(energia e nitrogénio) para o ruminante. Juntamente com o metano, dioxido de
carbono, amonia, calor e material celular formam os produtos finais formados da
incompleta oxidacdo dos alimentos no rimen. Grande parte da energia consumida
pelos ruminantes, cerca de 2 a 12%, pode ser perdida na forma de metano, que é
formado no rimen a partir da fermentacdo dos carboidratos. Além disso, durante a
fermentacao anaerébica das hexoses € produzido o hidrogénio. Este pode ser usado
na sintese dos AGCC e também eliminado via formacdo de metano (BAKER, 1999).

Os AGCC sao estruturas hidrossolluveis impares e ramificadas, constituidas
de um a cinco carbonos e se encontram altamente concentradas no rumen, e
suprem de 60% a 80% do requerimento energético dos ruminantes (GONZALEZ,
2003). Todos os carboidratos, digeridos no ramen, transformam-se em AGCC,
dentre os principais estdo os acidos acético (C2), propiénico (C3) e butirico (C4),
também conhecidos como &cidos graxos volateis (AGV), onde suas concentracdes
relativas dependem da dieta fornecida (LUCCI, 1997).

O rumen possui grande capacidade de absorcdo de acidos graxos volateis
(AGV) em razdo de sua grande superficie e adequado suprimento sanguineo. Em
torno de 70 a 90% do acido butirico é convertido em B-hidroxibutirato (BHB), via B-
hidroxi-Bmetilbutiril-CoA, e acetoacetato, que ocorre durante sua passagem pela
parede ruminal. Igualmente o &cido propibnico sofre fixacdo de CO, formando
succinato, e é utilizado pelo tecido ou em sua maior parte é metabolizado por meio
do ciclo de Krebs, para formar a glicose que € o principal precursor da lactose do
leite. O acetato, em menor proporcdo, também € metabolizado no riumen, dando
origem provavelmente aos corpos cetonicos, de forma semelhante ao butirato
(CHURCH, 1993; TEIXEIRA & TEIXEIRA, 2001).

A utilizacdo de aditivos na dieta de ruminantes pode alterar o padrao
fermentativo, reduzindo a relacéo acetato:propionato (C2:C3), o que torna o rimen
mais eficiente energeticamente e com menor geracdo de CH4. Segundo Jenkins
(1993), o fornecimento de gordura promove variagdes sobre a fermentacao ruminal,
e, comparando diferentes fontes, essas variacfes séo atribuidas as estruturas dos

lipideos. Dentre os fatores, o grau de insaturacdo dos AG pode ser a caracteristica
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essencial para tal, isso porque os &cidos graxos insaturados inibem a fermentagéo
ruminal em relagdo aos Acidos graxos saturados. Ainda, essa caracteristica
especifica pode ser justificada pelo fato de que a mistura de acidos graxos saturados
e insaturados melhoram a fermentacdo quando comparada com fontes simples de
acidos graxos insaturados (HARVATINE & ALLEN, 2006).

Essa diminuigdo na fermentagdo ruminal causa reducdo da digestibilidade
dos nutrientes da dieta e na degradacdo da fibra, potencialmente quando acidos
graxos nado esterificados (AGNE) sao adicionados na dieta de ruminantes
(PALMQUIST & JENKINS, 1980; JENKINS, 1993). A digestdo de carboidratos
estruturais pode ser reduzida em 50%, quando menos de 10% de gordura é
adicionada na dieta de ruminantes, e é acompanhada pela reducéo na producao de
metano, hidrogénio, e acidos graxos volateis, incluindo baixa razdo C2:C3
(JENKINS, 1993).

Quando se diminui a propor¢do volumoso:concentrado, também diminui a
propor¢cdo de acetato:propionato (C2:C3) (ANNISON & ARMSTRONG,1970). A
proporcdo C2:C3 é utilizada para comparar dietas e predizer um valor nutritivo
relativo. Em geral, quando na dieta se aumenta os niveis de celulose e hemicelulose
em relacdo aos niveis de carboidratos soluveis e amidos, também se aumenta a
proporcao C2:C3 (MURPHY et al., 1982).

De acordo com Palmquist (1988), o efeito da adicdo de AG sobre a
degradabilidade ruminal de nutrientes pode ser minimizado se a dieta contiver alta
quantidade de volumoso, principalmente porque a forragem tem capacidade de
manter o funcionamento normal do ramen. Isto é, o tipo de volumoso utilizado
durante a suplementacdo de AG promove diferentes efeitos na digestdo ruminal
(UEDA et al. 2003).

Onetti & Grummer (2004) enfatizam que a utilizacdo de silagem de milho
como volumoso causam mudancgas na populacdo bacteriana no rumen, favorecendo
0 processo de biohidrogenacdo que causa a formacdo de CLA (trans-10, cis-12)
reduzindo a sintese de gordura do leite (BAUMMAN & GRIINARI 2001). Além disso,
alta proporcao de silagem de milho na dieta diminui no rimen a propor¢cao molar de
acetato e reduz a de propionato quando comparadas a dietas ricas em silagem de
alfafa, ou dietas com proporc¢des iguais das duas forragens (DHIMAN & SATTER,
1997; ONETTI et al., 2001).
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Além do volumoso utilizado durante a suplementacdo de gordura na dieta, a
fase de lactacdo pode influenciar o padrédo de fermentacdo ruminal. Onetti &
Grummer (2004) avaliaram os resultados de 41 experimentos sobre fermentacao
ruminal em diferentes fases de lactacdo com a inclusdo de sais calcio de acidos
graxos, sebo e gordura branca hidrogenada, e concluiram que houve reducdo na
relacdo C2:C3 em vacas no terco meédio de lactacdo em relacdo ao inicio da
lactacdo. Segundo os autores, este resultado pode ser explicado pelo aumento da
ingestdo de matéria seca (IMS) e da taxa de passagem em vacas em inicio de
lactacéo, o que influencia a degradacao da fibra reduzindo a producéo total de AGV,
especialmente acetato. Com relacdo a utilizacdo de feno, Elliot et al. (1993) e Ueda
et al. (2003) avaliaram a suplementacdo de gordura em vacas leiteiras no inicio de
lactacdo e utilizaram feno de gramineas como principal volumoso nas dietas, e
observaram reducédo na propor¢cdo molar de acetato em relacao a de propionato.

Algumas fontes de gordura na forma protegida, como o0s sais de célcio de
acidos graxos de cadeia longa, ou sementes de oleaginosas inteiras ou parcialmente
guebradas, possuem efeito inerte sobre a populacdo microbiana ruminal, ou seja,
nao apresentando toxicidade da gordura nos processos de fermentacdo ruminal
(ALLEN, 2000; PALMQUIST & MATTOS, 2006).

3.3 Producdo de metano em ruminantes

Importantes determinacdes séo exigidas por paises importadores de
produtos de origem animal, onde os sistemas produtivos precisam oferecer mais do
que simplesmente alimento. Produtos lacteos sdo adquiridos com o objetivo de
fornecer beneficios diretos (paladar, valor nutritivo, seguranca alimentar), e também
qualidades indiretas (nivel de bem estar, sistema que preserve 0 ambiente,
sustentabilidade ambiental) ao qual ndo podem ser tratadas isoladamente.

Ha muito tempo, ruminantes sao grandes vildes na emissdo de gases do
efeito estufa. No entanto, a queima de combustiveis fosseis é o principal emissor de
gases na forma de CO,, enquanto as atividades agropecuarias contribuem para
producdo de CH; (WHEELER et al., 2008). O metano € um importante gas que

contribui para o efeito estufa, além de estar diretamente relacionado a fermentacéo
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ruminal e eficiéncia dietética e a consequente perda de energia nos sistemas de
producédo de leite. Este gas é responsavel por 6 a 18% da energia bruta da dieta que
é perdida durante o processo fermentativo (PEDREIRA & PRIMAVESI, 2006).

Apenas 15% do metano produzido pela agropecuaria, combustiveis fésseis e
gueimadas, possuem contribuicdo relativa ao efeito estufa (MCT, 2000). Sendo que
22% é gerado por fontes antrépicas da fermentagao ruminal representando 3,3% do
total de gases do efeito estufa causado pela fermentacdo ruminal (USEPA, 2000).
Segundo Pinedo et al. (2009) apenas 11% do total de metano gerado é de
responsabilidade dos bovinos de leite, que contribui com apenas 0,36% de gas CH,4
do efeito estufa.

Bovinos produzem e eliminam metano através da fermentac&do ruminal, que
esta relacionada com o tipo de dieta fornecida, consumo e digestibilidade do
alimento. Com isso, existe a possibilidade de reducdo da producédo de metano pela
modificacdo ruminal, que pode ser obtida através de alteracbes na relagcédo
volumos:concentrado, tipo de carboidratos ofertados, uso de aditivos alimentares
como por exemplo ionéforos e leveduras (MOHAMMED et al.,, 2004; PEDREIRA,
2004) que melhoram a digestibilidade e a eficiéncia energética da dieta (JOHNSON
& JOHNSON, 1995). Outro fator importante na reducdo de metano € o aumento na
eficiéncia dietética e no potencial de producao de leite, onde € necessario um menor
namero de animais para obtermos um aumento de produtividade.

Outra forma promissora de reduzir a metanogénese decorrente da
manipulacdo ruminal € o uso de suplementacédo lipidica na dieta, que aumenta a
eficiéncia dietética dos sistemas de producao leiteira, através da menor
digestibilidade da fibra e o aumento do conteddo de &cidos graxos de cadeia curta,
efeitos que podem estar relacionados as reduc¢des no crescimento de bactérias e
protozoarios produtores de metano, aumentando a producéo leiteira (JENKINS &
MCGUIRE, 2006).

3.4 Metabolismo dos lipideos no rimen

Na ingestdo de lipideos no rumen a partir de constituintes vegetais, sua

liberacdo ocorre através do processo fermentativo dos demais componentes como
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carboidratos, proteinas e fibras. Em algumas situa¢cdes podem passar pelo rimen
sem sofrer alteracdes, pois ndo sofrem processo de fermentacdo no rimen, mas
grande parte destes sofrera acao por parte das bactérias ruminais.

De uma forma geral, o0 metabolismo ruminal de lipidios pode ser resumido
por dois processos principais, ou seja, ocorre em primeiro lugar a lipélise seguida
posteriormente pela biohidrogenagdo dos &cidos graxos insaturados. Inicialmente
ocorre uma extensa hidrolise dos lipideos esterificados da dieta liberando acidos
graxos livres (AGL) e glicerol por acdo de lipases de natureza extracelular
produzidas pelos micro-organismos ruminais (JENKINS, 1993). Processo este
conhecido por lipélise, que €, portanto, um pré-requisito para acdo das bactérias
responsaveis pela hidrogenacdo que s6 atuam em &cidos graxos livres. A hidrdlise
realizada por esses micro-organismos € elevada (>85%), e esse processo pode ser
influenciado por diversos fatores, como o pH ruminal, nivel e tipo de gordura na dieta
e 0 uso de iondforos que inibem a atividade bacteriana (DOREAU & CHILLIARD,
1997; HARFOOT & HAZLEWOOD, 1997). Grande parte do processo de hidrolise
dos lipideos da dieta € realizado pelas lipases microbianas, que sdo enzimas
extracelulares produzidas por micro-organismos ruminais gerando &cidos graxos
livres (AGL) e glicerol. O glicerol € fermentado rapidamente, produzindo acido
propidnico como produto final (PALMQUIST et al., 1993).

Durante o processo de biohidrogenacdo ruminal ocorrem mudancas na
natureza dos lipideos da dieta, que consiste na adicdo de ions de hidrogénio nos
acidos graxos com duplas ligacGes, transformando AG insaturados em AG
saturados, ocorrendo mudancas no perfil de acidos graxos durante a digestao,
acarretando grande variacdo entre a gordura da dieta e a gordura secretada
(BEYERS & SCHELLING,1993). Este processo pode ser considerado uma
estratégia de autodefesa dos micro-organismos ruminais em diminuir a concentracéo
de acidos graxos insaturados, que sdo, consequentemente, mais toxicos a
populacdo microbiana ruminal. Os acidos graxos reagem com ions de célcio
insollveis que, portanto, se tornam atéxicos em nivel de ramen (PALMQUIST &
MATTOS, 2006). A biohidrogenacdo depende das caracteristicas das fontes de
gordura, tempo de retencdo da fonte de gordura no rimen e das caracteristicas da
populacdo microbiana, embora o processo possa ser alto, acima de 90% (ALLEN,
2000).
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Apbs a hidrélise os 4cidos graxos se tornam disponiveis para o processo de
biohidrogenacao, que inicia pela isomerizacdo que converte o acido graxo linoleico
(cis-9, cis-12 dieno metileno-interrompido) em acido cis-9, trans-11 dieno conjugado
(acido linoleico conjugado (CLA) ou acido ruménico). Este metabodlito é
intermediario, sendo apenas transitorio, e rapidamente hidrogenado a C18:1 trans-
11 (acido vacénico), que entéo é liberado no ambiente ruminal. Os micro-organismos
secundérios posteriormente hidrogenam a ligacdo trans-11 com a formacdo do
produto final primario da biohidrogenacédo, o acido estearico. Quanto ao acido
linolénico, o processo de biohidrogenacéo € semelhante. A isomerase produz C18:3

cis-9, trans 11, cis 15, que posteriormente, pode ser hidrogenado conforme Figura 1.

Acido linolénico Acido linoleico
(C18:3 cis-9, cis-12, cis-15) lsomerizagdo (C18:2 cis-9, cis-12)
GrupoAeB

Grupo A e B | Isomerizagéo

C18:3 cis-9, cis-12, cis-15

. ) CLA
GrupoAeB wl; Hidrogenagao (C18:2 cis-9, trans-11)

Hidrogenagao C18:2 trans-11, cis-15
Acido Vacénico / Grupo A e B | Hidrogenagéao
(C18:1 trans-11) | GMUPOA  Grypo B lHidrogenagéo

Hid a D
idrogenagao V(g.ru 0B

C18:1 cis-15 e trans-15 Acido Vacénico

Acido Estearico (C18:1 trans-11)
(C18:0) Hidrogenacgao

Grupo B | Hidrogenacao

A - Isomerizagdo Hidrogenagao i i -
Acido oleico A C18:1 trans Acido Estearico

(C18:1 cis-9) > (C18:0)

Figura 1. Vias da biohidrogenacdo dos é&cidos linoleico, linolénico e oleico
pelos grupos A e B. Adaptado de Davis & Brown (1970).

Vale lembrar que o acido ruménico (C18:2 cis-9, trans-11) nao é
intermediario da biohidrogenacdo do &cido linolénico (PALMQUIST & MATTOS,
2011). Se os acidos graxos insaturados estdo em alta concentracdo no ramen, o

passo final é inibido e a concentracdo de C18:1 trans-11 aumenta. Na maior parte
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dos casos, 0S mecanismos, vias e micro-organismos responsaveis por esse
processo ainda nao foram determinados e muitos destes ainda sao especulativos
(PALMQUIST & MATTOS, 2011).

Durante a biohidrogenacdo dois grupos de bactérias estdo envolvidos que
séo classificadas como A e B, de acordo com o padrdo metabdlico (KEMP &
LANDER, 1984). O grupo A, hidrogena os &cidos linoléico e linolénico somente a
C18:1 trans-11, j& o grupo B, € capaz de hidrogenar &cidos graxos monoinsaturados
(AGMI) a acido estearico de acordo com a Figura 1 (KEPLER et al., 1970). Muitas
das espécies de micro-organismo parecem ser do género Butyrivibrio ou outras
produtoras de acido butirico, uma vez que a alta concentracdo de butirato esta
relacionada com o processo de biohidrogenacdo. Butyrivibrio fibrisolvens tem sido
reconhecida como a principal bactéria responsavel pela biohidrogenacdo de acidos
graxos insaturados no rimen (KEPLER et al., 1970), e Kim et al. (2002) identificaram
gue a bactéria ruminal Megasphaera elsdenii produz quantidades expressivas de
CLA trans-10, cis-12.

Os acidos graxos da dieta sofrem mudancas em sua estrutura quimica e o
perfil desses AG é alterado quando passam para o abomaso, devido ao processo de
biohidrogenacao. Grandes concentragdes do acido estearico (C18:0) teriam que ser
encontradas na digesta abomasal para comprovar a completa biohidrogenacéo de
AG (HARVATINE & ALLEN, 2006). Embora o acido estearico seja o principal
produto da biohidrogenac&o ruminal de acidos graxos insaturados, existem algumas
condi¢cdes que afetam a biohidrogenacdo. Em dietas suplementadas com 6éleo de
peixe tem sido observada a inibicdo do ultimo passo da biohidrogenacéo, o que leva
ao acumulo de acidos graxos C18:1 trans (WACHIRA et al., 2002; SHINGFIELD et
al., 2003). Além de condi¢cdes que diminuem o pH ruminal, dietas ricas em
concentrado e a utlizacdo de ionoforos podem inibir o Uultimo passo da
biohidrogenacao (VAN NEVEL & DEMEYER, 1995).

Foi amplamente sugerido que a biohidrogenagao ocorria como mecanismo
para eliminacdo de hidrogénio (H"), contudo, somente 1 a 2% do hidrogénio
metabolico é usado para este processo (CZERKAWSK, 1984). Em condicdes
normais de alimentacdo, a maior parte dos acidos graxos insaturados ingeridos,
linoleico e linolénico, sdo biohidrogenados acima de 80% (PALMQUIST & MATTOS,
2011). A biohidrogenacdo aumenta com o grau de insaturacdo dos acidos graxos,

além disso, a extensdo pela qual este processo ocorre depende também da
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frequéncia de alimentacdo (NRC, 2001). Segundo o NRC (2001) a estimativa de
biohidrogenacédo de AGPI que varia de 60 a 90% pode cair para 30 a 40% quando
fornecidos como sais de célcio de acidos graxos.

Em todas as espécies a formacdo de micelas pode ser considerada o
principal fator para o processo de solubilizagdo e, portanto, a fase decisiva para a
eficiéncia de absorc&o intestinal de acidos graxos (BAUMAN & LOCK, 2006). Acidos
graxos saturados tem solubilidade mais baixa nas micelas e consequentemente tem
absorcdo mais baixa do que acidos graxos insaturados ou de cadeia mais curtas,
outro fator importante é que a digestibilidade de lipideos tende a diminuir quando a
ingestdo de AG é aumentada e estes sdo biohidrogenados a &cido esteérico
(PALMQUIST & MATTOS, 2006).

Grande parte dos AG, especialmente acidos graxos de cadeia média (de 10
a 14 atomos de carbono) e AGPI de cadeia longa, sé@o téxicos aos micro-organismos
ruminais, sendo os mais susceptiveis as bactérias Gram (+), metanogénicas e
protozoarios. A toxicidade dos AG parece estar relacionada aos que tem solubilidade
maior em agua e membranas celulares, com potencialidade para romper a estrutura
das membranas. Portanto, AG que se associam a particula do alimento nas
superficies hidrofébicas possuem menor toxicidade aos micro-organismos ruminais,
0 que explica quando o animal é alimentado com dietas mais ricas em volumoso.
Além disso, micro-organismos apresentam o mecanismo de biohidrogenacdo como
uma autodefesa convertendo os acidos graxos saturados em insaturados, que Sao
consequentemente menos toxicos (PALMQUIST & MATTOS, 2006).

Sendo assim, mudangas no metabolismo ruminal decorrentes de condigdes
dietéticas levam direta ou indiretamente as altera¢des na producdo e composigéo do

leite.

3.5 Sintese da gordura do leite

A gordura do leite é constituida predominantemente de triglicerideos (acima
de 95%) em todos os mamiferos. Os 5% restantes representam as outras classes de
lipideos como os fosfolipidios, colesterol, diacilglicerol, monoacilglicerol e &cidos
graxos livres (BAUMAN & GRIINARI, 2003). A composicado de acidos graxos da
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gordura do leite tem diferencas entre os mamiferos (BAUMAN & GRIINARI, 2003). A
composi¢do da gordura do leite de ruminantes (bovinos) € comparada com as outras
espécies na Tabela 1.

Os acidos graxos da gordura do leite sdo provenientes basicamente de duas
fontes, da absorcdo de lipideos circulantes de &cidos graxos pré-formados, e da
sintese de novo das células da glandula mamaria (DILS, 1986). Acidos graxos de
cadeia curta e média, compostos de 4 a 14 carbonos, vém basicamente da sintese
de novo (acetato e em menor parte B-hidroxibutirato). Acidos graxos de cadeia longa
(acima de 16 carbonos) sédo derivados da absorcao de lipideos circulantes (da dieta
ou da mobilizacdo de reservas corporais) e os acidos graxos compostos de 16
carbonos originam de ambas as fontes (BAUMAN & GRIINARI, 2003). Em
ruminantes, cerca da metade dos acidos graxos do leite vem do processo da sintese
de novo, onde utilizam acetato originado da fermentacdo ruminal como a maior fonte
de carbono. Além disso, o B-hidroxibutirato, produzido pelo epitélio ruminal da
absorcéo do butirato, fornece cerca da metade dos primeiros quatro carbonos para a

sintese de novo de acidos graxos em ruminantes (BAUMAN & DAVIS, 1974).

Tabela 1. Comparacdo da composicado dos acidos graxos do leite (% molar) de
ruminantes com outras espécies.

Acido graxo Vacas Humanos Ratos Elefante Lobo Marinho
C4:.0 12 - - - -
C6:0 5 <1 <1 1 -
C8:0 2 <1 4 8 -

C10:0 4 2 12 49 -
C12:.0 4 4 11 21 -
C14:0 11 6 13 3 7
C16:0 24 21 28 7 23
Cl6:1 3 6 2 2 11
C18:0 7 3 3 <1 2
ci18:1 24 45 16 7 33
C18:2 3 13 10 2 2
C18:3 1 1 1 <1 8
>C18:3 <1 <1 <1 - 15

Adaptado de Jensen (2002).

Os acidos graxos pré-formados que entram na glandula mamaria para serem

utilizados na sintese de gordura séo derivados de lipoproteinas circulantes e AGNE
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que foram originados respectivamente da absorcédo de lipideos do trato digestivo e
da mobilizacdo de gordura das reservas corporais (BAUMAN & DAVIS, 1974). Os
acidos graxos da gordura do leite que vém da circulacdo sao originados
predominantemente da absorcéo intestinal de lipideos dietéticos e microbianos. Em
geral, lipélise e mobilizacdo das reservas correspondem por menos de 10% dos
acidos graxos da gordura do leite. No entanto, vacas que estdo em balanco
energético negativo, a mobilizacdo das reservas corporais aumenta
proporcionalmente com a extensdo do déficit de energia (BAUMAN & GRIINARI,
2001).

Perante o processo de sintese da gordura do leite, aspectos histéricos na
identificacdo da depressdo da gordura do leite (DGL) foram revistos (ERDMAN,
1996; BAUMAN & GRIINARI, 2001). Davis & Brown (1970) dividiram em dois grupos
de dietas que causavam DGL. O primeiro sdo dietas com altos niveis de
carboidratos digestiveis e quantidade reduzida de componentes fibrosos. O segundo
grupo é composto de dietas com suplementos ricos em AGPI como o 6leo de peixe
e Oleos vegetais.

Diversas teorias foram propostas para explicar a DGL induzida pela dieta,
onde alteracdes na dieta e em processos microbianos ruminais formam a base de
todas. Dentre as teorias propostas, diversas foram refutadas, mas 3 em especial
continuam a ter suporte cientifico (DOREAU et al., 1999; BAUMAN & GRIINARI,
2001). A primeira delas é que a DGL é decorrente da producdo inadequada de
acetato e butirato durante a fermentacdo ruminal. Além desta, a segunda teoria
apresentada € do aumento de propionato, que aumenta a gliconeogénese elevando
os niveis de insulina circulante, o que induz uma escassez de precursores para a
sintese mamaria de gordura do leite. A terceira e mais aceita, conclui que a DGL é
decorrente da producéo de acidos graxos atraves da biohidrogenacgao ruminal.

Davis & Brown (1970) foram os primeiros a sugerir uma possivel relacao
entre a DGL e os &cidos graxos trans octadecenoicos durante a incompleta
biohidrogenacdo ruminal. Posteriormente foi elaborada a teoria dos acidos graxos
C18:1 trans-11 por diversos pesquisadores (ASTRUP et al., 1976; ERDMAN, 1999).
No entanto inconsisténcias foram observadas, onde aumentos nos teores de C18:1
trans-11 ndo corresponderam com reducdes na gordura do leite (KALSCHEUR et
al., 1997; BAUMAN & GRIINARI, 2001). C18:1 trans-11 é um produto intermédio da

biohidrogenacéo do acido linoleico e acido linolénico (Figura 1). No entanto outros
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isdmeros C18:1 trans sdo produzidos no ramen, absorvidos no intestino delgado e
incorporados na gordura do leite (CORL et al., 2002; PIPEROVA et al., 2002). Entao
Griinari et al. (1998) associou o envolvimento de C18:1 trans-10 com a DGL em vez
dos isbmeros em geral de C18:1 trans. O acido graxo C18:1 trans-10 é formado via
piruvato da reducdo do CLA trans 10, cis-12 através de uma via menor da
biohidrogenacdo do &cido linoleico (GRIINARI & BAUMAN, 1999) (Figura 2).
Evidéncias maiores foram fornecidas por Baumgard et al. (2000), quando realizaram
infusdes abomasais de isdbmeros puros de CLA e demonstraram que o CLA trans-10,
cis-12 inibe a sintese de gordura do leite, 0 que ndo ocorre com o CLA cis-9, trans-
11.

Acido linoleico

(C18:2 cis-9, cis-12) -..\\
‘l' Tt
CLA CLA

(cis-9, trans-11)

l

(trans-10, cis-12)

v

Acido Vacénico
(C18:1 trans-11)

Acido Vacénico
(C18:1 trans-11)

l

v

Acido Estedrico
(C18:0)

Acido Estedrico
(C18:0)

Figura 2. Biohidrogenacdo ruminal do &cido linoleico e formacdo de CLA.
Adaptado de Griinari & Bauman, (1999).

Entdo Bauman & Griinari (2001) prop6s a "teoria biohidrogenacao”, onde o
conceito basico é que em certas condi¢cdes dietéticas as vias de biohidrogenacao
ruminal sofrem alteracdes e produzem intermediarios de acidos graxos, onde alguns
dos quais, e nem todos, sédo potentes inibidores da sintese de gordura do leite. CLA
trans-10, cis-12 foi o primeiro intermediario identificado e associado com a DGL, mas
€ evidente que outros sdo formados no rumen durante a biohidrogenacdo sob
condicbes induzidas pela dieta (BAUMAN & GRIINARI, 2003). Assim séo
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necessarias mais pesquisas para identificar inibidores da gordura do leite, que sé&o
produzidos durante a biohidrogenacdo ruminal, obtendo uma compreensao mais

ampla do metabolismo lipidico.

3.6 Perfil de 4cidos graxos no leite

Pesquisadores tém usado conhecimento sobre nutricdo e metabolismo de
lipideos para modificar o contetdo e perfil de acidos graxos em alimentos de origem
animal utilizados por humanos. Ao contrario de animais monogastricos, como 0s
suinos, em ruminantes a modificacdo da composicdo da gordura € mais complexa
devido a influéncia da biohidrogenacdo ruminal. No entanto para modificar a
composicdo da gordura do leite em ruminantes € mais rapido e direto (PALMQUIST
& MATTOS, 2011).

De acordo com Peres (2001), a gordura do leite é um componente
abundante e muito variavel, sua concentracdo e composi¢cado sofre maior influéncia
da nutricio e condicbes ambientais do que as demais fragdes. E composta
primariamente por triglicerideos que constituem aproximadamente 98% do total da
gordura do leite. Outros lipidios estdo inclusos na gordura do leite entre estes:
diacilglicerideos  (0,25-0,48%); monoacilglicerideos (0,02-0,4%); glicolipidios
(0,006%) e &cidos graxos livres (0,1-0,4%). A diferenca mais notavel entre a gordura
do leite dos ruminantes e dos monogastricos é a porcentagem relativamente alta que
0S ruminantes apresentam de acidos graxos de cadeia curta, derivados da sintese
de novo e com o acetato como principal fonte de carbono (BAUMAN & GRIINARI,
2003). E estimado que a gordura do leite de ruminantes tenha mais de 400 Acidos
graxos diferentes, e isto se refere, em grande parte, ao grande metabolismo lipidico
gue ocorre no rimen (JENSEN, 2002).

Diversas técnicas continuam a ser desenvolvidas para melhorar o perfil de
acidos graxos do leite como a utilizacdo de aldeido formico, além disso, tem se
testado o uso de produtos quimico ndo aldeidos, proteinas do soro do leite, amonia
ou aminas para proteger fontes lipidicas da biohidrogenacdo (PALMQUIST &
MATTOS, 2011), além de fontes de gorduras com grau de insaturacao diferentes.
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Novas gorduras foram e estdo sendo testadas nos ultimos anos para resistir
a biohidrogenacgédo e aumentar a concentragdo de acidos graxos insaturados no leite
(JENKINS & MACGUIRE, 2006). Sais de calcio de acidos graxos, comumente
conhecidos como “gordura protegida”, na verdade, ndo sdo nem protegidas nem by-
pass, uma vez que se misturam ao conteddo ruminal e seus acidos graxos séo
biohidrogenados no rumen. O correto seriam ser chamados de “inertes”, pois ndo
interferem na atividade microbiana no rimen, que € uma caracteristica dos produtos
com fontes de acidos graxos insaturados. O que ndo ocorre com 0S acidos graxos
saturados e triglicerideos que possuem baixa atividade inibitoria ruminal, mas baixa
digestibilidade (PALMQUIST & MATTOS, 2011).

A manipulacdo da biohidrogenacéo, além de influenciar a insaturacdo no
tecido adiposo e na gordura do leite em ruminantes, também possui outros objetivos
como a alteragdo do comprimento médio das cadeias acila dos AG. Por exemplo, o
uso de acido palmitico na dieta aumenta o teor desse AG na gordura do leite,
resultando numa gordura mais sélida que favorece a producédo de derivados de
creme de leite (PALMQUIST & MATTOS, 2011). Outro AG importante para aumentar
a plasticidade e maciez da gordura do leite, que esta relacionado com a qualidade
da manteiga, é o acido oleico (JENKINS & MAcGUIRE, 2006).

Atualmente, se busca o aumento dos teores de CLA (&cido linoléico
conjugado), por ser um nutracéutico. Acreditava-se que a origem de CLA (acido
ruménico) fosse decorrente apenas do resultado da biohidrogenacdo ruminal
incompleta, mas hoje, sabe-se que sua maioria resulta da atividade endbégena da
dessaturacdo do &cido graxo C18:1 trans-l11(acido vacénico) por uma enzima
presente na glandula mamaria e tecido adiposo chamada estearoil-CoA-dessaturase
ou Delta-9 dessaturase (SCD) (Corl et al., 2001). Consequentemente, altos niveis do
acido vacénico no ramen provocam o aumento sistémico de C18:2 cis-9, trans-11
(WASOWSKA et al., 2006).

O isébmero de CLA mais predominante na gordura do leite € o C18:2 cis-9,
trans-11, que corresponde de 80-90% dos isbmeros desse acido graxo, néo
exercendo efeito na depressdo da gordura do leite (BAUMGARD, et al., 2000),
sendo que o mesmo estad relacionado com acéo anticarcinogénica e com a
modulacdo da resposta imune (PARIZA, et al., 2001). Também tem sido atribuido ao
acido linolénico (C18:3 cis-9, cis-12, cis-15) numerosos beneficios a saude humana

por ser considerado da familia dmega (n-3) (GIVENS et al., 2000).
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Animais que consomem maior quantidade de forragem de qualidade, em
condigbes normais, apresentam maiores teores de CLA no leite (>2% de AG).
Nesses alimentos, o acido linolénico possui elevados teores, onde é biohidrogenado
a acido vacénico e posteriormente, convertido a CLA. No caso de animais
confinados e com limitagdo no fornecimento de volumoso, conseguem-se altos
teores de CLA (4-5% de AG no leite) com a suplementacdo de Oleos ricos em &cido
linoleico. Deitas a base de graos reduzem as proporc¢des de acidos graxos saturados
(entre 6 e 16 carbonos), e aumentam a proporcdo de acidos graxos insaturados
(JENKINS & MACGUIRE, 2006). No entanto, € comum observar nessas condicdes,
aumento consideravel de C18:2 trans-10, cis-12, ao invés do acido ruménico, o que
ocasiona a depressdo da gordura do leite. O fornecimento de &cido linoleico
juntamente com Oleo de peixe (2:1, em base de 3% da matéria seca) resulta em
altos teores de CLA. O dleo de peixe interfere no padrdo da biohidrogenacéo
ruminal, inibindo a transformacdo de acido vacénico em acido estearico. O
fornecimento de sais de calcio de CLA também aumenta os teores de CLA na
gordura do leite (PALMQUIST & MATTOS, 2011). Em geral, o perfil de acidos graxos
da gordura do leite pode ser significativamente melhorado através da manipulacao
da dieta e do manejo nutricional de vacas leiteiras.

3.7 Func¢bes dos acidos graxos de cadeia média

Entre os AGCM, o acido laurico exerce um efeito especifico sobre o HDL
(lipoproteinas de alta densidade). Em um estudo de meta-analise de ensaios com
humanos foi possivel concluir que o acido laurico teve um efeito mais favoravel
sobre o total de HDL comparando com qualquer outro AG estudado, saturado ou
insaturado (MENSINK et al., 2003). Uma avaliagao recente concluiu que, apesar da
grande contribuicdo do leite e de produtos lacteos que possuem AG saturados na
dieta humana, ndo ha relacao clara entre o consumo desses alimentos e o risco de
doenca cardiovascular (GERMAN et al., 2009). O consumo da gordura do leite, em
comparacao com Oleos poli-insaturados, tem se mostrado vantajoso em aumentar a
concentragdo de HDL no plasma, a qual esté inversamente relacionada com o risco

de doencas cardiovasculares em seres humanos (HODSON et al., 2001; SJOGREN
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et al., 2004). Efeitos negativos de acido caprilico e &cido caprico no colesterol do
sangue nao foram relatados (GERMAN & DILLARD, 2004).

Acidos graxos de cadeia média tém sido reconhecidos pelas suas func¢ées
antivirais (HORNUNG et al., 1994) e antibacterianas (DAWSON et al.,, 2002). Da
mesma forma, as propriedades antimicrobianas de acido laurico foram
demonstradas contra micro-organismos patogénicos de origem alimentar e bactérias
deteriorantes (ABABOUCH et al., 1992), aumentando assim a qualidade higiénica e
vida de prateleira do leite e dos produtos lacteos (DOHME et al., 2004). Além de
possuirem essa atividade ruminal em alguns micro-organismos, apresentam
caracteristicas que contribuem para a reducdo na producdo de gases ruminais e
aumento da gordura do leite sem afetar a producéo.

AGCM sédo conhecidos particularmente como toxicos para a atividade
ruminal de alguns protozoéarios e bactérias. Foram mostrados como redutores do
metabolismo destes protozoarios no rimen, diminuindo a degradabilidade da fibra, e
consequentemente afetando a ingestdo (DOHME et al., 2001). Na suplementacéo de
acidos graxos, quando as dietas sdo ricas em volumosos, ndo ha toxicidade devido
ao fato desses AG se associarem as superficies hidrofobicas das particulas do
alimento (PALMQUIST & MATTOS, 2006). Estudos de Machmdler & Kreuzer (1999),
Dohme et al. (2001) e Hristov et al. (2001; 2004a; b), tem mostrado um forte efeito
inibitério do acido laurico em protozoarios ciliados ruminais. Houve uma reducao de
80% na contagem destes protozoarios, quando utilizado até 4% da MS, nao inibindo
a IMS, com uma dieta totalmente misturada (TMR) (HRISTOV et al., 2009). Ja
Faciola et al. (2008) utilizou niveis maiores do que 4% na MS para alcancar alta
reducdo na contagem de protozoarios quando a aplicacao foi através de TMR.

Faciola et al. (2005) relataram que acido laurico aplicado a TMR néo foi tdo
eficaz na reducdo da contagem de protozoarios, ao contrario de quando
administrados diretamente no riumen. Neste Ultimo estudo, vacas em lactagcao
alimentadas com 0,96% de acido laurico na MS na TMR resultaram numa reducéo
marginal de 32% nas contagens totais de protozoarios, em compara¢cdo com uma
reducdo de 91% obtida quando suplementado com 1% de &cido laurico intraruminal.
A explicagéo para esse fend6meno é a provavel maior concentragdo ruminal de acido
laurico conseguida imediatamente a seguir da infusdo abomasal (HRISTOV et al.,
2009).
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Devido a direta relacdo dos AGCM com a atividade ruminal de alguns
protozoarios e bactérias, esses acidos graxos foram relatados como supressores da
formac&o de metano (DOHME et al., 2001; MACHMULLER et al., 2002; AJISAKA et
al., 2002; SOLIVA et al., 2003; GOEL et al., 2009; HRISTOV et al., 2009; ZEITZ et
al., 2013). Enquanto acidos graxos de cadeia longa (AGCL), tais como o &cido
palmitico (C16:0) e acido estearico (C18:0) ndo apresentam esse efeito in vitro
(DOHME et al., 2001; SOLIVA et al., 2004; ZHANG et al., 2008) e in vivo (HRISTOV
et al, 2009). Comprovado por Zeitz et al. (2013), onde o efeito antimetanogénico
decresceu com o] aumento da cadeia dos acidos graxos
(C10:0=C12:0>C14:0>C18:0). No entanto em alguns estudos estes AGCM néao
inibiram as producdes de metano (AJISAKA et al., 2002; VAN ZIJDERVELD et al.,
2011).

Hristov et al. (2011) concluiu que adicionando acido laurico na dieta de
vacas em lactacdo obteve uma diminuicdo de 90% de CH,; por Methanosarcina
barkeri e inibiu totalmente a formacdo de CH; por Methanosarcina
thermoautotrophicus. J& em culturas de Methanosarcina voltae, a suplementacao de
acido céaprico suprimiu a formacdo de CH,; completa e irreversivelmente apos 8
horas de cultivo. H4 uma forte inibicdo na producédo de metano quando utilizado 6leo
de coco, que contém 46% de Acido laurico, em alguns estudos (MACHMULLER et
al., 2003), em contrapartida nos estudos de Soliva et al. (2004) ndo houve inibicao
do CHa.

Numa comparacédo feita por Ajisaka et al. (2002) concluiram que o &cido
caprilico foi inferior ao acido caprico na metanogénese in vitro. Ou seja, houve uma
reducdo de 60% na producdo de metano quando adicionado acido caprico e uma
diminuicdo nao significativa de 20% na producdo de metano observada quando
adicionado acido caprilico. Mais tarde Goel et al. (2009), encontraram reducdes de
metano de 45 e 88%, respectivamente, com 20 ou 30 mg de acido caprico. Em
contrapartida, alguns estudos com suplementacdo de &acido caprilico ndo teve
nenhum efeito antimetanogénico no fluido ruminal in vitro (DOHME et al., 2001,
ABEL et al., 2002). O que reforca as conclusdes de Van zijderveld et al., (2011), que
com a adi¢do de acido caprico e caprilico ndo ha efeito sobre a producao de metano.

Acidos graxos de cadeia média saturado podem inibir a ingestdo de matéria
seca quando suplementados em concentracdes dietéticas altas. Tem sido

demonstrado que a infusdo abomasal de nata ou suplementacdo com AGCM néao
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teve nenhum efeito sobre o IMS (KADEGOWDA et al., 2008, VYAS et al., 2012).
Confirmando os resultados por Sun et al., (2013), que testou diferentes propor¢cdes
de AGCM e nao observaram gueda no consumo. Hristov et al. (2009) concluiram
que a adicao de Oleo de coco diretamente no interior do rimen através da canula
ndo afetou a IMS. No entanto a suplementacdo de Oleo de coco no concentrado
reduziu significativamente a IMS em vacas em lactacdo (DRACKLEY et al., 1992).
Trabalhos estes de acordo com Dohme et al. (2004) quando adicionaram acido
laurico a 4% na dieta a IMS foi significativamente diminuida. As diferencas nesses
estudos podem ter sido ocasionadas pelas diferentes quantidades oferecidas desses
lipideos. Sabe-se que a IMS esta diretamente relacionada com a producédo de leite
em vacas leiteiras de alta producdo, com isso € necessaria sempre a maximizacao
desta para mantermos ou aumentarmos a producdo. Com base nisso todos os
estudos com AGCM em que a IMS nédo foi afetada, a producdo de leite foi,
consequentemente, mantida (PALMQUIST & MATTOS, 2006).

A medida que as propor¢des de AGCM na suplementacdo sdo aumentadas,
ha uma tendéncia de aumento linear da porcentagem de gordura do leite e
consequentemente dos sélidos totais (SUN et al., 2013). Kadegowda et al. (2008)
relataram que a infusdo abomasal de gordura de manteiga, que contém tanto AGCM
e AGCL, aumentou a concentracdo de gordura de leite em 14%, ao passo que
apenas a infusdo de AGCL néo teve nenhum efeito. Com resultados semelhantes
em trabalhos anteriores, quando administrado 6leo de coco na dieta de vacas em
lactacdo houve um aumento de 12% na producéo da gordura do leite (STORRY et
al., 1971). Através destes estudos, Van Zijderveld et al. (2011) aumentaram
significativamente a concentragdo de gordura no leite com a adicdo de AGCM
incluindo C8:0 e C10:0, e atribuem esse aumento a maior digestibilidade desses
acidos graxos. Em contrapartida, estudos de Hristov et al. (2011) diminuiram a
sintese de gordura no leite, ou n&o tiveram efeito sobre a producéo de gordura no
leite (HRISTOV et al., 2009; VYAS et al., 2012). Estudos de Kadegowda et al. (2008)
e Hristov et al. (2009) mostram alteragcbes no perfil de acidos graxos no leite,
havendo aumentos significativos de AGMI, AGPI, e de alguns isbmeros do &cido
linoleico conjugado (CLA) que sao benéficos para a saude humana.
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5 CAPITULO 1
EFEITO DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA MEDIA SOBRE A
FERMENTACAO RUMINAL E PRODUCAO DE METANO

RESUMO

Um dos enfoques da pesquisa com ruminantes na atualidade € encontrar
estratégias sustentaveis para reducdo da emissao de gas metano (CH,) causador do
efeito estufa, além de evitar perdas econbmicas pela reducdo da eficiéncia
energética da dieta em ruminantes através de alteracdes no padrdo fermentativo do
ramen. Com o objetivo de avaliar os efeitos do uso de AGCM contendo C6:0, C8:0,
C10:0, C12:0 e C14:0 na producdo de AGCC, gas e metano, foi desenvolvido um
experimento com quatro tratamentos: CTL (controle, sem suplementagdo AGCM),
AGCMZ20 (0,016 gramas de AGCM), AGCM40 (0,03 gramas de AGCM) e AGCM80
(0,06 gramas de AGCM) através do método in vitro gas. O delineamento foi o
inteiramente casualizado com medidas repetidas no tempo. Ocorreu reducao
significativa na producdo total de gas e metano (P<0,001) com os tratamentos
AGCM40 e 80 em comparacdo com o grupo controle. A producdo de AGCC
apresentou comportamento distinto durante o periodo de incubacéo até as 12hs e
das 24hs até 48hs de incubacdo, onde houve aumento (P<0,05) de AGCC totais,
acetato, propionato, butirato, valerato e do acido isovalérico até 12 horas de
incubacgao no tratamento AGCM80 em comparag¢do com o grupo controle. Apds esse
periodo ocorreu um decréscimo (P<0,05) de AGCC totais, acetato, propionato,
valerato, acido isovalérico e isobutirico no periodo de 24hs até 48hs de incubacéo
no tratamento AGCM80 em relacédo ao CTL. A relacdo acetato:propionato (C2:C3)
teve uma reducdo (P<0,05) até as 24hs de incubagdo com o grupo AGCM80 em
comparagcao com o controle. Assim, AGCM possuem efeito sobre a fermentacao
ruminal dos AGCC reduzindo as producdes totais de gas e metano, sendo uma

alternativa sustentavel na reducao na emissao de gases de efeito estufa.

Palavras-chave: Efeito estufa. In vitro gas. Lipideos saturados. Oleos vegetais.
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EFFECT OF MEDIUM CHAIN FATTY ACIDS ON RUMINAL
FERMENTATION AND METHANE PRODUCTION

ABSTRACT

One of the research focuses with ruminants nowadays is finding sustainable
strategies for reducing emissions of methane (CH4) cause of the greenhouse, and
prevent economic losses by reducing the energy efficiency of the diet in ruminants
through changes in the fermentation pattern of rumen. The aim of this study was to
assess the effects of MCFA use containing C6:0, C8:0, C10:0, C12:0 and C14:0 in
the production SCFA, gas and methane, an experiment was conducted with four
treatments: CTL (control, without supplementation MCFA), AGCM20 (0.016g MCFA)
AGCM40 (0.03g MCFA) and AGCM80 (0.06g MCFA) using in vitro gas method. The
design was completely randomized with repeated measures. There was significant
reduction in total gas production and methane (P<0.001) with treatments AGCM40
and 80 compared with the control group. The production of SCFA showed different
behavior during the incubation period of up to 12 h and 24 h until 48 h of incubation,
which increased (P<0.05) of total SCFA, acetate, propionate, butyrate, valerate and
isovaleric acid to 12 hours of incubation in AGCM80 treatment compared with the
control group. After this time there was a decrease (P<0.05) of total SCFA, acetate,
propionate, valerate, isobutyric and isovaleric acid in the period of 24 h until 48 h of
incubation in AGCMB80 treatment compared to the CTL. The acetate:propionate ratio
(C2:C3) was reduced (P<0.05) to the incubation of 24 hours with AGCM80 group
compared with the control. Thus, MCFA have effect on ruminal fermentation of SCFA
reducing total production and natural gas being a sustainable alternative to reduce

the greenhouse gases emissions.

Keywords: Greenhouse effect. In vitro gas. Lipids saturated. Vegetable oils.



44

5.1 INTRODUCAO

No ramen, o0s micro-organismos fermentam carboidratos e proteinas
formando produtos finais como os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e a
proteina microbiana, que s&o as principais fontes de nutrientes (energia e
nitrogénio), metano, dioxido de carbono, aménia e células bacterianas. Os acidos
graxos volateis constituem a maior fonte de energia para ruminantes, em torno de 65
a 75% da energia metabolizavel ingerida (LANA et al., 1998). Além disso, durante a
fermentacao anaerdbica das hexoses é produzido o hidrogénio. Este pode ser usado
na sintese dos AGCC e também eliminado na formacao de metano (BAKER, 1999).

Um dos enfoques da pesquisa com ruminantes na atualidade € encontrar
estratégias sustentaveis para reducdo da emissao de gas metano (CH,) causador do
efeito estufa. Além disso, aspectos econdémicos devem ser levados em conta no
sentido de reduzir a metanogénese em ruminantes, uma vez que, até 12% da
energia consumida pode ser perdida na forma de metano (BAKER, 1999).
Embasado em aspectos de mercado, o Brasil, por ser detentor do maior rebanho
comercial de bovinos do mundo esta em evidéncia em relagdo a ser um importante
produtor de gases de efeito estufa.

Mesmo que o gas que mais se relaciona com o efeito estufa seja o dioxido de
carbono (COy), o metano contribui 25 vezes mais para o efeito estufa que o CO,
(MOSS, 2000). Mesmo que todos os ruminantes produzam apenas 10% a 15% do
total de metano no mundo (VAN SOEST, 1994), essa emissdo pode ser reduzida
através de manipulacbes da dieta e uso de aditivos.

Para buscar a reducdo nas emissfes de metano, aléem da substituicdo de
carboidratos estruturais por nao estruturais (KREUZER et al.,, 1986), o uso de
lipideos na dieta sdo alternativas com potencial como inibidores na producédo de
metano em ruminantes. Além do que, o padrdo fermentativo do rimen pode ser
alterado tornando-o mais eficiente energeticamente. Dentre os diferentes tipos de
gordura, alguns fatores sdo importantes para promoverem resultados satisfatorios,
como o grau de insaturacéo dos lipideos fornecidos (HARVATINE; ALLEN, 2006).

Oleos vegetais, como os oriundos do 6leo de coco e 6leo de palma, ricos em

acidos graxos de cadeia média (AGCM), foram identificados como possiveis



45

substitutos de fontes lipidicas de origem animal, devido a preocupacdo crescente
com a encefalopatia espongiforme bovina em paises que proibem o uso de produtos
de origem animal. Esses acidos graxos saturados possuem propriedades
antiprotozoarias potentes, e igualmente uma variedade de efeitos sobre a formacéao
de produtos finais de fermentacgé&o, sobretudo na producéo de metano (CH,) ruminal.
Onde foram estudados com a intencéo de verificar a supresséo na formacao desses
gases in vivo e in vitro (HRISTOV et al.,, 2004a, b; SOLIVA et al., 2004). Esta
supressdo ocorreria através da reducdo desses protozoarios ruminais e também
através da inibicdo direta da metanogénese ruminal que é realizada pelas
Archaebacterias metanogénicas (MACHMULLER, 2006).

Em vista disso, tem-se por objetivo avaliar os efeitos da adicdo de acidos
graxos de cadeia média, incluindo os acidos capréico (C6:0), acido caprilico (C8:0),
acido caprico (C10:0), acido laurico (C12:0) e acido miristico (C14:0) na técnica in
vitro gas para reduzir as emissfes de gas metano tendo impacto na fermentacéo

ruminal.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Local e época

O experimento foi conduzido no periodo de janeiro de 2014 a maio de 2015
no Nucleo de Pesquisa e Extensdo na Cadeia Leiteira (NUPECLE) e no Laboratério
de Bromatologia e Nutricdo de Ruminantes (LABRUMEN) do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) no municipio de Santa
Maria, RS, situado na regido fisiografica denominada Depressdo Central, tendo

como coordenadas, 29° e 43’ de Latitude Sul e 53° e 42’ de Longitude Oeste.

5.2.2 Tratamentos e procedimento experimental

Foram avaliados quatro tratamentos, manualmente misturados aos
alimentos conforme os niveis: CTL (controle, sem suplementacdo AGCM), AGCM20
(0,016 gramas de AGCM), AGCM40 (0,03 gramas de AGCM) e AGCM80 (0,06
gramas de AGCM) em cada frasco de fermentacdo. Foi utilizado como fonte de
acidos graxos de cadeia média um produto comercial contendo os acidos caprdico
(C6:0), caprilico (C8:0), caprico (C10:0), laurico (C12:0) e acido miristico (C14:0),
extraidos de oOleo de palma e dleo de coco, na forma livre com aditivo aromatizante e
palatabilizante a base de esséncia de baunilha, farelo de soja transgénico
(Agrobacterium sp.) e veiculo g.s.p. A dose recomendada pelo fabricante é de
40g/animal/dia com o nivel minimo garantido de 10 gramas de AGCM para cada 40g
de produto.

Como base de calculo proporcional ao frasco de incubagcdo de 50 mL de
solucéo, foi considerado um bovino com peso meédio de 500Kg e volume ruminal de
75L (15% do peso vivo), sendo que para a dose recomendada pelo fabricante de
409 de produto foi utilizado 0,03g do produto a base de AGCM.
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5.2.3 Determinacado de acidos graxos de cadeia curta e metano pela técnica in vitro

gas

Foi utilizada a técnica in vitro de producdo de gas (THEODOROU et al.,
1994) adaptada ao sistema semiautomatico (MAURICIO et al., 1999) usando
transdutor de pressdo e armazenador de dados (Pressure Press Data 800, LANA,
CENA/USP, Piracicaba-SP), para estimar a producdo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) e metano (CHaj).

5.2.3.1 Preparo dos alimentos para incubacao

Os alimentos utilizados consistiram de feno de tifton e silagem de milho
(volumoso), e milho moido (concentrado) foram pré-secos em estufa (55-60°C/72h)
sob ar forcado, moidos em peneira de 1 mm tipo Willey. Esses alimentos foram
misturados, obedecendo a relacdo volumoso:concentrado de 60:40 para utilizacé&o
como substrato de fermentacdo. Amostras da mistura de alimentos, pesando 0,59,
foram colocadas dentro de frascos de fermentacdo, juntamente com a adicdo do
aditivo, com capacidade de 100 mL de volume. Estes receberam a adicao de 40 mL
de meio de cultura (tampéo), conforme descrito por Theodorou et al. (1994) e foram
mantidos em geladeira a 4°C no periodo de 8-12h que antecedeu a inoculacéo.

5.2.3.2 Inoculagéo com liquido ruminal

Os frascos contendo a mistura dos alimentos e meio de cultura foram
removidos da geladeira e colocados em estufa a 39°C cinco horas antes da
inoculacdo. O liquido ruminal foi obtido de um bovino fistulado e alimentado com a
mesma dieta experimental a base de volumoso e concentrado. O material foi
coletado e armazenado conforme a técnica descrita por Senger (2005). O liquido

ruminal foi filtrado por duas camadas de gazes de algodao sob inje¢cdo continua de
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CO;, e mantido em banho-maria a 39°C. Volumes de 10 mL do liquido ruminal filtrado
foram injetados nos frascos. Frascos contendo liquido ruminal e meio de cultura
(tampéo) foram utilizados como controle negativo, para descontar a producéo de gas
obtida do liquido ruminal. Apdés a inoculacdo do liquido ruminal, os frascos foram
vedados e colocados em banho-maria a 39°C com agitacdo constante por 48 horas,

em uma sala com temperatura controlada.

5.2.3.3 Leitura e interpretacéo

A pressao originada pelos gases, acumulados na parte superior dos frascos,
foi medida por intermédio de um transdutor de pressdo conectado em sua
extremidade a uma agulha (0,6 mm). As leituras de pressdo foram tomadas nos
tempos 0, 6, 12, 24, e 48h ap0s incubacéo. A partir da insercdo da agulha na tampa
de borracha a pressao produzida no interior dos frascos foi lida no leitor digital.

Para interpretacéo das leituras de presséao (psi= pressao por polegada quadrada) foi
utilizada a seguinte equacao V = 4,9515p + 0,656, onde V= volume de gas (mL); p=
pressdo mensurada (psi), desenvolvida por Mauricio et al. (1999). A equacao

matematica permite transformar cada psi para o equivalente de 4,48 mL de gas.

5.2.3.4 Determinacédo da proporcéo dos AGCC e metano

Para analise da relacdo de producdo de AGCC e metano, frascos foram
incubados em quadruplicata com cada tratamento descrito anteriormente, e
coletados nos tempos 0, 6, 12, 24 e 48h. Em cada momento a fermentacéo foi
cessada, e 2mL de gas em cada periodo foi coletado no mesmo frasco extainer,
completando 10mL de gas ao final do periodo de incubacgéo, formando um pool de
gas para analise de metano ao final das 48h de incubacédo. Apds a coleta do gas, foi
retirado 1mL do liqguido com seringa de 1mL, através de uma agulha (0,6 mm), e
armazenadas em tubos eppendorfs, posteriormente as amostras devidamente

identificadas foram congeladas para medicao da producédo de AGCC e CHa.
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As amostras para analise dos AGCC (incluindo os acidos acético,
propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico e valérico) foram enviadas ao Laboratorio
de NutricAio Animal do Departamento de Zootecnia/UNESP-Jaboticabal, SP.
Primeiramente foram centrifugadas a 30.000 rpm por 30 minutos a 10°C, apés ao
sobrenadante de 0,5mL, foi adicionado 0,1 mL de &cido férmico, para analise em
Cromatografo gasoso (SHIMADZU, modelo GC-2014) equipado com detector de
ionizacdo de chama (DIC) e injetor automatico modelo AOC - 20i, utilizando coluna
capilar HP INNOwax - 19091N (30m de comprimento; 0,32mm ID; 0,50um de filme).
A temperatura do injetor foi de 200°C, do detector de 250°C e da coluna de 80°C por
3min até 240°C (20°C/min). A injecdo foi no modo “split’, com relagdo 1:30,
utilizando o nitrogénio como gas de arraste com fluxo de 3,18mL/min. A curva de
calibracdo externa foi feita com padrées cromatograficos (Chem Service, West
Chester, PA, EUA) de &cido acético (99,5%; CAS 64-19-97), propiénico (99%; CAS
79-09-4), isobutirico (99%; CAS 79-31-2), butirico (98,7%; CAS 107-92-6),
isovalérico (99%; CAS 503-74-2) e valérico (99%; CAS 109-52-4).

Os tubos a vacuo do tipo “extainer” foram enviados ao Laboratério de
Biogeoquimica Ambiental, do Departamento de Solos da UFRGS -RS, onde as
andlises para determinacdo de metano foram realizadas por cromatografia gasosa
(GC-2014 mod. “Greenhouse”) em detector FID operando a 250°C a partir da auto
amostragem de 1 mL e utilizando N2 com o gas de arraste (MOTERLE et al., 2013).

Para calcular a quantidade de metano produzido, foi utilizada a equacéo
"CH,4 = (GP + HS) x Conc"; em que CH4 € o volume (mL) de metano, GP é o volume
(mL) de gas produzido no final de cada periodo de incubacdo, HS é o volume (mL)
do “headspace” da garrafa e Conc é a concentragdo de CH, no gas da amostra
analisada (TAVENDALE et al., 2005). Os resultados de volume de gas produzido e
da concentracdo de CH, por cromatografia foram adicionados a equacao, e com
isso, foi determinada a producéo total de CH4 nas 48 horas de incubacéo.

5.2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental para produgao “in vitro” gas foi o inteiramente

casualizado com 4 tratamentos, 4 repeticOes (frascos) e medidas repetidas no
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tempo. Os dados de producéo de gas, AGCC e metano foram submetidos a andlise
de variancia e teste F, pelo procedimento PROC MIXED. Quando o teste F foi
significativo a 5%, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey, através do pacote estatistico SAS.

O modelo matemético utilizado foi: Yijk= y + Bi + aj + Rk(Bi) + Ba ij + €ijk
onde Yijk=variaveis dependentes; y=média geral das observagdes; Bi=efeito do i-
ésimo tratamento; aj=efeito do j-ésima medida de tempo; Rk(Bi)=efeito da repeticao
aninhada em tratamento - erro a; Ba ij = interagdo entre tratamento de indice i e

medida de tempo de indice j.; €ijk = erro residual - erro b.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada redugcdo na producdo de gas a partir das 24 horas de
incubagéo, como apresentado na Tabela 1 de acordo com o tratamento. Quando se
compara o grupo controle com o tratamento AGCM80 a partir das 24 horas de
incubacédo, pode-se observar que o aditivo inibiu (P<0,05) a producéo total de gas.
Considerando o acumulado em 48 horas os tratamentos AGCM40 e AGCMS80
apresentaram reducdo significativa (P<0,05) na producdo de gds em comparagao
com o controle. Esse fato deve-se a diminui¢cdo na producédo de gas proporcionada
pelos AGCM principalmente pela sua acdo na atividade metabdlica das bactérias
metanogénicas (MACHMULLER, 2006), bem como na populacdo de protozorios
ciliados que s&o conhecidos por fornecer um habitat ideal para a metanogénese
ruminal (FINLAY et al., 1994), e consequentemente menor producao total de gas.

Em média a reducado na producado de gas, nas 48hs de incubacéo, foi de 9%
e 18%, nos tratamentos AGCM40 e AGCMB80, respectivamente, em relacdo ao
controle . Chai et al. (2004) sugeriram que, 0s gases produzidos nas primeiras
horas de incubacdo sdo correspondentes da fermentacdo dos carboidratos néo
estruturais. Com o aumento do tempo de incubacéo o volume de gas produzido é
maior, efeito da fermentacdo de carboidratos estruturais (THEODOROU et al.,
1994). Esse fato pode explicar a ndo reducdo na producao de gas até as 12hs de
incubacdo, pois esses acidos graxos se ligam as superficies hidrofobicas das
particulas dos alimentos (PALMQUIST & MATTOS, 2006), agindo em menor
proporcdo nos carboidratos nao estruturais devido a relacdo 60:40
(volumoso:concentrado). ApOs esse periodo de incubacdo, ocorreu maior
degradacéo do alimento fibroso, e reducéo na producéo de gas pela acdo toxica dos
AGCM sobre 0s micro-organismos ruminais.

No presente estudo houve uma reducdo na producdo de metano que variou
de 9% a 16%, como se pode observar na Tabela 1. Essa reducdo esta diretamente
relacionada com a menor producéo total de gas nas 48hs de incubacéo in vitro gas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Dohme et al. (2001) que utilizaram
diversos oleos ricos em AGCM através de técnica de simulacdo ruminal utilizando

como substrato feno a vontade, silagem de milho e concentrado comercial a base de
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cereais. No entanto em alguns estudos os AGCM nao inibiram as producdes de
metano (SOLIVA et al., 2004; VAN ZIJDERVELD et al., 2011). A divergéncia de
resultados perante os inumeros estudos referentes a acdo dos AGCM é decorrente,

principalmente, da composicao destes acidos e da quantidade utilizada.

Tabela 1. Producédo de gas (mL) e producdo de metano CH4 (mL) acumulado
nas 48 horas de incubacéo pela técnica in vitro gas apoés inoculacao
com a adicdo de &cidos graxos de cadeia média (AGCM) no

substrato.
Tempo de incubagéo Tratamentos’ (mL)

(horas) CTL AGCM20 AGCM40 AGCM80 P>f CV%
6 17,44 17,10° 18,60®® 20,05 0,003 5,13
12 34,72 33,53 34,92 34,73 0,40 3,58
24 54,39 51,87° 52,23* 4753 0,001 3,39
48 65,86 62,05  60,44° 54,12° <0,001 3,59
CH, 18,85 17,59%*  17,37° 15,90° <0,001 2,96

! Tratamentos: CTL = Controle; AGCM20 = 5 gramas AGCM; AGCM40 = 10 gramas AGCM; AGCM80
= 20 gramas AGCM.
Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05), de acordo com o teste Tukey.

Segundo Eugene et al. (2008), essa reducéo significativa de CH, pode ser
consequéncia da diminuicdo na IMS proveniente da reduzida digestibilidade de FDN
da dieta. Mas alguns autores defendem que ha uma direta na inibicdo da populacéo
de protozoarios ciliados e das Archaeabacterias metanogénicas que sédo produtoras
de CH,; (DOHME et al., 2001; SOLIVA et al., 2003). Van Zijderveld et al., (2011)
foram os primeiros a investigar os efeitos in vivo de C8:0 e C10:0 na metanogénese
com concentragcdes de 10mg/Kg de MS na dieta e ndo obtiveram nenhuma reducao
na producdo de CH,4. No entanto, Ajisaka et al., (2002) demostraram reducdes na
metanogénese de 40% e 60% com o fornecimento apenas de &cido caprico nas
concentracbes de 20 e 40mg respectivamente em estudos in vitro. Estas
observacdes foram confirmadas mais tarde por Goel et al. (2009), com reducdes de
metano de 45 e 88% com 20 e 30mg de acido caprico.

Dohme et al. (2000) testou in vitro os efeitos de diferentes fontes de lipideos
com elevado teor de AGCM - C8:0 até C16:0. Concluiram que o 6leo de coco e 6leo
de palma reduziram as populacdes das Archaeas metanogénicas e protozodrios
ciliados, além de suprimir a producdo de CH4. Neste mesmo experimento os autores

verificaram que os tratamentos eficazes prejudicaram significativamente a
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degradacédo da fibra em relacdo ao controle. Experimento realizado comparando
acido laurico e 6leo de coco reduziu substancialmente a contagem de protozoarios
para ambos os tratamentos em relacdo ao controle, e a taxa de producédo de metano
foi reduzida apenas com a adicéo do Oleo de coco (HRISTOV, et al., 2009). Assim,
os resultados confirmam que o efeito de supressdo de CH, do 6leo de coco néo é
dependente apenas da inibicdo de protozoarios. Em vez disso, os dados indicam
que os AGCM inibem diretamente as Archaeas metanogénicas no rimen, alterando
sua atividade metabdlica, bem como a composicado da populacdo metanogénica do
ramen (MACHMULLER, 2006).

Os tratamentos apresentaram comportamento distinto nos tempos de coleta
de 6 e 12hs de incubacé&o, se comparados com os periodos de 24 e 48hs (Tabelas 2
e 3). Houve aumento (P<0,05) de AGCC totais, acetato, propionato, butirato,
valerato e do acido isovalérico até 12 horas de incubacdo. Apds esse periodo
ocorreu decréscimo (P<0,05) de AGCC totais, acetato, propionato, valerato, acido
isovalérico e isobutirico no periodo de 24hs até 48hs de incubacgéo in vitro gas. A
relacdo acetato:propionato (C2:C3) teve uma reducdo (P<0,05) até as 24hs de
incubacédo (Tabela 2).

Esse comportamento distinto da produgao de AGV’s no rumen pode ser
devido a acdo das bactérias e protozodrios ruminais, que nas primeiras horas de
incubacédo fermentam alimento néo fibroso e com o aumento do tempo de incubacéo
ha maior fermentacdo de alimentos fibrosos (CHAI et al.,, 2004). No inicio da
incubacdo in vitro gas, os AGCM estdo ligados as estruturas dos alimentos
(PALMQUIST & MATTOS, 2006), com o passar do tempo e com a degradacéo do
alimento os acidos graxos possuem efeito mais toxico sobre 0s micro-organismos
ruminais, alterando a produgdo dos AGV’s. No entanto, ndo se sabe se esse
comportamento ocorreria da mesma forma em estudos in vivo, pois a dieta é
fornecida mais vezes ao dia, evitando o efeito deletério que os AG causam aos

Mmicro-organismos ruminais.
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Tabela 2. Concentracéo total de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acido
acético, &cido propidnico e relagcdo acetato:propionato (C2:C3)
observados pela técnica in vitro gas apos inoculacdo com a adicao
de &cidos graxos de cadeia média (AGCM) no substrato em funcéo

do tempo.

ITEM Tratamentos’ (Mm/mol) Tempo (horas)
0° 6 12 24 48
CTL 22,71 43,84 58,13° 7586% 97,91
AGCM20 23,14 44,85 60,942 79,48% 98,202
AGCC, total AGCM40 23,47 46,08 63,042 79,79% 92,44%
AGCM80 23,11 47,88% 64,32% 73,31 81,29°
P>f 0,70 0,04 0,02 0,001 0,004
CV% 3,83 4,02 4,04 2,55 6,14
CTL 15,48 29,44 36,757 47,10® 58,902
AGCM20 15,74 29,98 38,49%° 48,27% 57,812
Ac&tico AGCM40 15,92 30,89 39,90%" 48,27% 54,52
AGCM80 15,56 31,65 40,58% 44,23 46,88°
P>f 0,75 0,14 0,03 0,002 <0,001
CV% 392 4,33 4,33 2,71 5,72
CTL? 443 851" 11,87° 15,79 20,94°
AGCM20 449 866° 12,16° 16,16 20,71°
Propidnico AGCM40 456 8,91 1281%* 16,49 19,45%
P AGCM80 458 958 13,70 15,73 17,41°
P>f 0,57 0,003 0,003 0,10 0,005
CV% 364 3,69 4,46 2,75 6,17
CTL 3,491 3,459% 3,00% 2098 2,82
AGCM20 3,506 3,460 3,17 2,992 2,79
Co-C3 AGCM40 3,472 3,4642 3,12‘1b 2,93&;b 2,80
' AGCM80 3,414 3,301° 2,96 2,81 2,69
P>f 0,18 <0,001 0,01 0,02 0,18
CV% 1,69 1,27 2,40 2,56 2,98

! Tratamentos: CTL = Controle; AGCM20 = 5 gramas AGCM; AGCM40 = 10 gramas AGCM; AGCM80
=20 gramas AGCM.

% Ap6s 2 horas de incubacéo.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), de acordo com o teste Tukey.

Foi observado aumento da ordem de 10% na producao total de AGV’s até as
12hs de incubacéo (P<0,05), apos esse periodo os AGCM causaram uma reducao
de 17% (Tabela 2). Ambas as diferencas ocorreram no tratamento AGCM80 em
relagcdo ao controle. Moreira et al. (2009) relataram acentuada correlagao positiva
entre a producao de AGV’s e o volume de gases produzidos in vitro, dados esses
semelhantes aos encontrados no presente estudo. No entanto, Hristov et al. (2009)
reduziu (P<0,05) a producédo total de AGV’s no liquido ruminal em 24hs com a
adicdo de 530g de 6leo de coco, na dieta de vacas em lactacdo, que contém 240g

de &cido laurico em sua composi¢cado. Em trabalho mais recente, o 6leo de coco néo
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afetou a producédo total de AGV’s em 24hs de incubacgéo in vitro, portanto néo
havendo alteragGes na funcionalidade da comunidade microbiana e nos padrdes de
fermentacao ruminal (PANYAKAEW et al., 2013).

As respostas do uso de AGCM relativas a protozoarios séo diferentes do que
ocorre em outras populacdes microbianas envolvidas na transferéncia de hidrogénio,
esse fato explica as respostas variadas em relacdo a producao de AGV’s no rumen
(HRISTQV et al., 2009). Conclusdes de Reveneau et al. (2012), evidenciaram que as
mudancas no perfil de produgcédo de AGV’s estdo associadas com uma tendéncia na
diminuicao da digestibilidade ruminal.

A producéo de acido acético e propidnico aumentaram em 10% e 14% até
as 12hs de incubacéo (P<0,05) e apds esse periodo houve uma reducéo (P<0,05)
de acetato e propionato de 17 e 20%, respectivamente, do grupo AGCM80 em
relacdo ao controle (Tabela 2). As propor¢des de acido acético e propidnico tiveram
variacao entre 57,67 a 67,34% e 19,31 a 21,45% em todo o periodo de incubacéo in
vitro gas, respectivamente, dentro da normalidade de 54 a 74%, para o acetato, e 16
a 27% para o propionato (BERCHIELLI et al., 2006; GOULARTE et al., 2011).
Aumentos na concentracdo de propionato no riamen devido a adicdo de AGCM
foram relatados anteriormente (AJISAKA et al., 2002; YABUUCHI et al., 2006;
HRISTOV et al., 2009).

Em contraste, a utilizacdo de &acido laurico em estudo de Hristov et al.,
(2004b) in vivo ndo promoveu o aumento de propionato no rumen. Trabalho
realizado por Panyakaew et al., (2013) usando diferentes niveis de éleo de coco em
24 horas de incubacao in vitro, resultaram em aumentos de 33% em média de
propionato e reducdo de 11 a 17% de acetato. Dados semelhantes a Reveneau et
al. (2012) que obteve aumentos em propionato e reducéo em acetato utilizando 5%
de oleo de coco infundido diretamente no rimen de vacas em lactagéo.

Incremento na participacdo de propionato tem sido associado a menor
producédo de H,, ao ser transformado em succinato, pela acdo da fumarato redutase,
enzima que se encontra em bactérias gram negativas (BERGEN & BATES, 1984).
Segundo JOHNSON & JOHNSON, (1995), a maior producédo de propionato esta
relacionada diretamente com a metanogénese ruminal, ou seja, a reducdo na
producdo de CH4. Essa relacdo ndo pode ser feita no presente estudo pois a
mensuragao do CH, foi realizada apenas no total das 49hs de incubacéo.
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Henderson (1973) ndo relataram efeitos inibitérios de acido laurico em
bactérias do género Selenomonas ruminantium, bactéria importante do ramen
envolvida na descarboxilacdo de succinato em propionato (WOLIN & MILLER,
1988). E provavel que o aumento da concentracio de propionato, como ocorreu no
presente estudo até as 12hs de incubacao, ocorreu devido a inibicdo dos AGCM em
bactérias e protozoarios que ndo estdo envolvidos na producdo de propionato,
assim, indiretamente, promovendo o0 crescimento de espécies, tais como
Selenomonas ruminantium que é importante para a producéo de &cido propiénico no
ramen.

A relagdo C2:C3 foi menor no tratamento AGCM80 em relagdo aos demais
em todo periodo de incubacéo (P<0,05). Apesar disso, € necessario salientar que a
producdo total de AGV’s foi reduzida a partir das 12hs de incubacdo. Segundo
Teixeira & Teixeira (2001) a proporcdo ideal da relacdo C2:C3 esta entre 2:1 e 4:1,
onde no presente trabalho se manteve dentro desta faixa considerada ideal. A
reducdo na relacdo acetato:propionato se deve ao aumento percentual do &cido
propidnico em detrimento do acido acético, tornando o rumen mais eficiente
energeticamente. Reveneau et al. (2012) também observaram menor proporcao
C2:C3 com a adicao de 5% de 0Oleo de coco, juntamente com Hristov et al. (2011) e
Sutton et al. (1983) com o0 uso de acido laurico e 6leo de coco, respectivamente.
Este fato favorece a lipdlise, contribuindo para presenca de acidos graxos livres no
meio ruminal (BALIEIRO-NETO & MELLOTI, 2007). No entanto, Hristov et al. (2009)
ndo encontrou queda na relacdo C2:C3 com o uso de 6leo de coco na dieta de
vacas em lactacdo, apenas com a adicao de &cido laurico.

Da mesma forma que os outros AGV’s, houve aumento dos acidos valérico e
butirico (P<0,05) até 12hs, e no periodo posterior até 24hs de incubacdo ocorreu
decréscimo (P<0,05) (Tabela 3). Além do propionato, o valerato € consumidor de
hidrogénio, o que resulta da reducdo de CH,; quando ha aumento desses AGV’s
(REVENEAU et al.,, 2012). Nas 24hs de incubagdo ocorreu aumento de &cido
valérico em todos os grupos de AGCM em comparagdo com o controle (P<0,05). Da
mesma forma, ndo podemos associar a producao de CH4 com a reducdo de acido
valérico, pois as coletas para analise de CH4 foram realizadas somente no total das

48hs de incubacéao.
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Tabela 3. Concentracao total de acido butirico, acido isobutirico, acido valérico
e acido isovalérico observados pela técnica in vitro gas apoés
inoculacdo com a adi¢cédo de acidos graxos de cadeia media (AGCM)
no substrato em func¢éo do tempo.

ITEM Tratamentos” (Mm/mol) Tempo (horas)
0? 6 12 24 48

CTL 2,34 518° 835 10,98° 14,40

AGCM20 2,42 546%* 909 12,74* 16,02

Butirico AGCMA40 243 546* 9,04 12,68 15,10
AGCM80 248 571* 8,68 11,45 14,15

P>f 0,25 0,02 0,17 <0,001 0,22

CV% 391 3,63 5,59 3,94 8,67

CTL 0,10 0,17 0,25 0,45° 0,812

AGCM20 0,11 0,17 0,27 0551* 0,79%

Isobutifico AGCMA40 0,10 0,17 0,27 0,48% 0,69°
AGCM80 0,10 0,17 0,24  0,34° 0,49°
P>f 0,15 0,79 0,10 <0,001 <0,001

CV% 3,77 3,92 6,99 5,24 7,65

CTL 0,16 0,32° 0,49° 0,75° 1,25

AGCM20 0,16 0,34 0,49®° 0,86® 1,28

Valérico AGCMA40 0,16 0,37° 056* 0,92% 1,26

AGCM80 0,15 0,42* 0,62*° 0,84° 1,25

P>f 0,42 <0,001 0,003 <0,001 0,97

CV% 4,62 3,78 7,61 4,44 7,82

CTL 0,20 0,24° 0,41° 0,79° 1,612

AGCM20 0,22 0,25° 043" 0,93% 1,592

Isovalérico AGCM40 0,23 0,28° 0,47%® 0,94° 1,432
AGCM80 0,23 0,35* 0,50° 0,71° 1,10°
P>f 0,09 <0,001 0,008 <0,001 <0,001

CV% 501 4,44 7,01 5,77 8,11

" Tratamentos: CTL = Controle; AGCM20 =5 gramas AGCM; AGCM40 = 10 gramas AGCM; AGCM80
= 20 gramas AGCM.

2 Ap6s 2 horas de incubac&o.

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05), de acordo com o teste Tukey.

Estudos realizados por Reveneau et al. (2012) e Eugene et al. (2004)
fornecendo 0Oleo de coco in vivo e in vitro, respectivamente, causaram aumento de
valerato, e reducédo de butirato. A concentracdo de butirato também foi reduzida
guando comparada a acgao tanto do 0leo de coco como do acido laurico em relacéo
a um controle (HRISTOV et al., 2009). Panyakaew et al., (2013) usando diferentes
niveis de 6leo de coco em 24 horas de incubacgéo in vitro, obtiveram reducdo na
producdo de butirato de 23 a 32%, resultados mais elevados dos que encontrados
no presente estudo no mesmo periodo de incubacao. Os efeitos toxicos dos lipideos

causam queda no namero ou na atividade de alguns micro-organismos, 0 que esta
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relacionado com redug¢des nas concentracdes de &cido butirico, principalmente com
altas proporgdes de concentrado na dieta (EIFERT et al., 2005; BALIEIRO-NETO &
MELOTTI, 2007). Hristov et al. (2009) verificou o efeito dos AGCM na reducao de
butirato, e conclui que ocorreu inibicdo de protozoarios importantes produtores de
acido butirico no ramen, como o Butyrivibrio fibrisolvens. A atividade
carboximetilcelulase no ramen foi reprimida pela adicdo de &cido laurico (HRISTOV
et al., 2004b).

ConcentracGes de isovalerato e isobutirato sédo indicativos de fermentacao
de aminoéacidos, principal fator de reducdo do pH ruminal quando ha altas
concentragdes desses AGV’s (VARGAS et al., 2001). No entanto, Christensen et al.
(1994) observaram tendéncia de reducdo de isovalerato em dietas suplementadas
com sebo bovino sem efeitos sobre o pH ruminal. Na Tabela 3 € possivel observar
gue houve aumento de 18% (P<0,05) na producéo de isovalerato no grupo AGCM80
até as 12hs de incubacao, e apds esse periodo ocorreu uma reducao (P<0,05) tanto
de isovalérico de 32% no tratamento AGCM80, quanto de isobutirico de 15 e 40%
nos tratamentos AGCM40 e 80, respectivamente nas 48hs de incubacdo. Dados
esses semelhantes a Reveneau et al. (2012) que adicionou 5% de 6leo de coco

infundido diretamente no rimen de vacas em lactacéo.



59

5.4 CONCLUSAO

A adicdo in vitro de acidos graxos de cadeia média reduz a producéo total de
gases e a metanogénese ruminal e seu uso na atividade leiteira apresenta potencial
em reduzir a emisséo de gases de efeito estufa. Os AGCM apresentam acdo como
aditivos nutricionais modificando o padrdo de fermentagdo ruminal pela técnica in

vitro gas, alterando a proporcédo dos acidos graxos de cadeia.
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6 CAPITULO 2
ACIDOS GRAXOS DE CADEIA MEDIA NA PRODUCAO E
QUALIDADE DO LEITE EM VACAS EM LACTACAO

RESUMO

Nos ultimos anos a pesquisa foi voltada para a compreenséo da biossintese
da gordura do leite e os fatores que influenciam a composicdo dos acidos graxos da
gordura do leite. Assim com o objetivo de avaliar 0 uso de acidos graxos de cadeia
média (AGCM) contendo &cido caprdico (C6:0), acido caprilico (C8:0), acido caprico
(C10:0), &cido laurico (C12:0) e acido miristico (C14:0) na dieta de vacas em
lactacdo foi conduzido um experimento com 12 vacas da raca holandesa (DEL
42+20). Os tratamentos foram os seguintes: 1) CTL (controle, sem suplementacéo
AGCM), 2) AGCM20 (5g de AGCM), 3) AGCM40 (10g de AGCM) e 4) AGCM80 (20g
de AGCM). O delineamento experimental foi um triplo quadrado latino 4x4, com
quatro animais, quatro tratamentos e quatro periodos experimentais. Ndo houve
diferencas (P>0,05) com relacdo aos dados produtivos, entretanto ocorreu uma
tendéncia de aumento (P<0,10) no peso corporal nos tratamentos AGCM40 e
AGCM80 em relacao ao controle. A producéo individual de &cidos graxos nao sofreu
alteracdes, no entanto, houve aumento linear significativo (P<0,05) de C17:0 e
C18:3n6, e uma tendéncia de aumento (P<0,10) de C18:1t11, CLA t10,c12, C20:0,
C20:2n3, C24:0 e na producéo total de AGMI. Deste modo, 0 uso de &cidos graxos
de cadeia média ndo afeta a producdo modificando a qualidade através do perfil de

acidos graxos do leite em vacas em lactacao.

Palavras-chave: Aditivos. Gordura do leite. Lipideos saturados. Perfil de acidos

graxos.
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MEDIUM CHAIN FATTY ACIDS IN PRODUCTION AND QUALITY IN
MILK COWS IN LACTATION

ABSTRACT

In recent years the research was focused on the understanding of fat
biosynthesis of milk and factors that influence the fatty acid composition of milk fat.
The aim of the present study was to evaluate the use of medium chain fatty acids
(MCFA) containing caproic acid (C6: 0), caprylic acid (C8: 0), capric acid (C10: 0),
lauric acid (C12: 0) and myristic acid (C14: 0) in the diet of lactating cows an
experiment was conducted with 12 holstein cows (DEL 42 = 20). The treatments
were: 1) Control (CTL, without supplementation MCFA), 2) AGCM20 (5g MCFA), 3)
AGCM40 (10g MCFA) and 4) AGCMB80 (20g MCFA). The experimental design was a
4x4 latin square triple, four animals, four treatments and four experimental periods.
There were no differences (P>0.05) with respect to production rate, however there
was an increasing trend (P<0.10) in body weight in AGCM40 and AGCMS80
treatments compared to the control. The individual production of fatty acids did not
change, however there was significant linear increase (P<0.05) of C17:0 and C18:
3n6, and an increasing trend (P<0.10) of C18:1t11 CLA t10, c12, C20:0, C20:2n3,
C24:0 and the total production of MUFA. Thereby, the use of medium chain fatty
acids does not affect production quality by through of modifying the fatty acids in milk

COWS.

Keywords: Additives. Fatty acids profile. Milk fat. Saturated lipids.
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6.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a pesquisa foi voltada para a compreenséo da biossintese
da gordura do leite e os fatores que influenciam a composicdo dos acidos graxos da
gordura do leite. Estas investigacdes tém sido de valor especial, pois identificaram a
regulacdo dos processos de sintese do leite bem como, as vias bioquimicas e
fisiologicas da sintese da gordura do leite. Teor e composicdo dos componentes
lacteos podem ser marcadamente afetados pela dieta, onde a gordura e o perfil de
acidos graxos do leite tém sido amplamente investigados em ruminantes devido a
alteracbes dietéticas (GRUMMER, 1991; JENSEN, 2002). No entanto a fase de
lactacdo, o balanco energético, o nivel de alimentacéo, a proporcdo de concentrado,
o pH do rimen e a utilizacdo de tampdes e aditivos sdo fatores importantes que
influenciam os componentes lacteos (PALMQUIST et al., 1993).

A crescente conscientizacdo das propriedades metabdlicas dos acidos
graxos individuais do leite na saude humana (MCGUIRE & BAUMAN, 2002;
PARODI, 2002; BAUMAN & GRIINARI, 2003) € parte da motivacdo por tras da
tentativa de modelar a producéo do perfil de acidos graxos do leite. Estudos clinicos
e epidemiolégicos tém fornecido provas de que o consumo de alguns compostos
presentes na gordura do leite possui caracteristicas benéficas para saide humana,
com efeitos na concentracdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL), antivirais,
antibacterianos, anticarcinogénicos, antidiabéticos, modulacdo do sistema imune e
particdo de energia (HORNUNG et al., 1994; BAUMAN et al., 2000; DAWSON et al.,
2002).

Vacas leiteiras de alta producéo tém grandes necessidades energéticas que
podem exceder a sua capacidade de consumir energia da dieta, resultando em
menor producgéo de leite e de seus constituintes. A adigdo de lipideos aumenta a
densidade de energia da dieta, se tornando uma ferramenta pratica para alterar a
producdo de gordura do leite e a composi¢do dos acidos graxos (SUTTON, 1989).
No entanto, certas alteragbes dietéticas incluindo dietas ricas em lipideos, por
exemplo, podem induzir a depressdo da gordura do leite (PIPEROVA et al., 2000),

dependendo do nivel e do tipo de lipideo utilizado e da extenséo da biohidrogenacao
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ruminal. Aditivos lipidicos oriundos de 6leos vegetais, como os acidos graxos de
cadeia média tém sido utilizados para aumentar a energia dietética de ruminantes,
modificando o perfil de acidos graxos da gordura do leite com incrementos na
producado e gordura do leite (PALMQUIST & MATTOS, 2006; HRISTOV et al., 2009;
VAN ZIJDERVELD et al., 2011).

Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo oral de &cidos
graxos de cadeia média, contendo acido caproico (C6:0), acido caprilico (C8:0),
acido céaprico (C10:0), acido laurico (C12:0) e acido miristico (C14:0) na dieta de
vacas em lactacdo sobre concentracdo de gordura do leite, o perfil de &cidos graxos
do leite e nivel de producéo leiteira.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Local e época

O experimento foi conduzido pelo Nucleo de Pesquisa e Extensédo da Cadeia
Leiteira (NUPECLE) na Agropecuaria Acatrolli, localizada no municipio de Palmeira
das Missbes no estado do Rio Grande do Sul, 27°53'58" latitude sul e 53°18'49"
longitude oeste, com altitude média de 639 m acima do nivel do mar, com
temperatura média anual inferior a 20°C, clima subtropical umido e precipitacédo

pluviométrica média de 1838 mm, no periodo de maio de 2014 a julho de 2014.

6.2.2 Animais, tratamentos e procedimento experimental

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) em seus aspectos éticos e
metodoldgicos, conforme o parecer nimero 027/2014.

Doze vacas da raca holandesa em inicio de lactacéo (42+20 DEL) com peso
médio de 654 Kg foram submetidas aos seguintes tratamentos: 1) CTL (controle,
sem suplementacdo AGCM), 2) AGCM20 (5g de AGCM), 3) AGCM40 (10g de
AGCM) e 4) AGCM80 (20g de AGCM). Foi utilizado como fonte de AGCM um
produto comercial contendo os acidos caproico (C6:0), caprilico (C8:0), caprico
(C10:0), laurico (C12:0), e miristico (C14:0) extraidos de 6leo de palma e dleo de
coco, na forma livre com aditivo aromatizante e palatabilizante a base de esséncia
de baunilha, farelo de soja transgénico (Agrobacterium sp.) e veiculo g.s.p. A dose
recomendada pelo fabricante € de 40g/animal/dia com o nivel minimo garantido de
10 gramas de AGCM para cada 40g de produto.

Os animais foram alojados em um sistema semiconfinado, com agua ad
libitum, onde recebiam dieta totalmente misturada (TMR) com uma sobra de no

minimo 5% do volume diario, confeccionada por vagao misturador e acesso livre a
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pastagem de trigo duplo propdsito (cv. BRS Umbu). A mistura da TMR era realizada
por 5 minutos para garantir uma mistura homogénea, que continha 60% de
volumoso e 40% de concentrado na base de matéria seca para atender as
especificacdbes do NRC (2001) para vacas de 650Kg de peso vivo produzindo 40
litros/dia com 3,3% de gordura e 2,9 de proteina. A dieta foi fornecida duas vezes ao
dia as 06:00hs e 16:00hs e a ordenha realizada as 5:00hs e 15:00hs. Cada
ingrediente da dieta foi coletado separadamente anterior ao experimento, bem como
da dieta oferecida para os animais durante cada periodo experimental. Ao longo do
periodo experimental as sobras de cocho foram recolhidas e ao final do periodo uma
amostra representativa foi coletada. Estas amostras foram congeladas em freezer a -
20°C, para posterior andlise bromatolégica e perfil de acidos graxos no Nucleo
Integrado de Desenvolvimento em Analises Laboratoriais (NIDAL) da UFSM.

O periodo experimental teve duracdo de 56 dias, dividido em quatro
periodos de 14 dias: os dez primeiros dias de cada periodo foram destinados a
adaptacdo dos animais as dietas e os quatro ultimos dias para a coleta de dados,
considerada fase experimental. Foi realizada a pesagem dos animais e avaliacdo do
escore de condigcdo corporal na escala de 1 a 5 (onde, 1=muito magra e 5=muito
gorda) segundo Edmonson et al. (1989), no inicio e no final de cada periodo
experimental. Os animais receberam colar digital (Heatime® HR), onde foi avaliada a
atividade ruminal, através dos minutos ruminados por dia durante a fase
experimental. Na mesma fase, em cada periodo, foi registrada a producéo leiteira,
mediante pesagens diarias do leite através de sistema automatizado de ordenha, e
realizada pesagem do alimento ofertado e recusado. A producao de leite foi corrigida
para 4% de gordura (PLC4%) conforme NRC (2001) pela féormula: PLC4% = (0,4 X
kg leite) + (15 x kg de gordura do leite). Para avaliacdo da ingestdo de matéria seca,
além da pesagem do alimento fornecido no cocho, foi realizada a estimativa do
consumo agrondmico através da diferenca entre a massa de forragem residual e
inicial, dividindo-se o resultado pela carga animal instantanea (BURNS et al., 1994) e
posteriormente comparada segundo o NRC (2001) pela férmula: IMS (kg/d) = (0.372
X PLC + 0.0968 x Pc) + (1 - et 0192 x WOL +380)) "gnde PLC é a producdo de leite
corrigida para 4% de gordura, Pc é o peso corporal e WOL é o més de lactagdo. O
termo e 0-192xWOL+3.67) & referente ao ajuste da depresséo dos dias em lactacéo.

No 13° e 14° dia de cada periodo experimental, uma aliquota

(aproximadamente 50 mL) de leite de cada animal proporcional a ambas as
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ordenhas (manhd e tarde) foi coletada e acondicionada em frasco contendo
conservante Bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol). Os frascos com as
amostras foram identificados com o numero do animal e o periodo experimental,
acondicionados em caixas isotérmicas com gelo, entre 2° e 6°C, e enviadas ao
Laboratorio da Universidade de Passo Fundo (UPF) SARLE, para fins de andlise da
composicdo (gordura, proteina, lactose, solidos totais, contagem de células
somaticas) e nitrogénio ureico. Para determinacdo do perfil de acidos graxos da
gordura do leite uma amostra de 100 mL leite de cada animal, no 13° e 14° dias, de
ambas as ordenhas (manha e tarde) foi coletada em frasco ambar, congelada em
freezer (-20°C) e armazenada para posteriores analises no Nucleo Integrado de

Desenvolvimento em Analises Laboratoriais (NIDAL) da UFSM.

6.2.3 Andlises bromatologicas

As determinacBes de matéria seca (MS), matéria organica (MO), extrato
etéreo (EE), fibra em detergente acido (FDA), lignina em detergente acido (LDA),
proteina bruta (PB), nitrogénio insolivel em detergente neutro (NIDN) e nitrogénio
insolivel em detergente acido (NIDA) foram realizadas segundo procedimentos
descritos por Silva & Queiroz (2002). Ressalta-se que a determinacéo da fibra em
detergente neutro corrigida para cinzas (FDNc) ndo utilizara sulfito de sodio na
solucdo em detergente neutro, sendo empregada a-amilase. Por isso, a proteina
remanescente na FDNc serd subtraida apds a multiplicagdo do fator 6,25 pelo teor
do NIDN. A abreviacdo FDNcp expressa o teor de fibra em detergente neutro
determinada com o uso de a -amilase termoestavel, descontando-se a proteina
insolivel em detergente neutro e as cinzas residuais. Os valores de nutrientes
digestiveis totais (NDT) foram estimados segundo equacdo proposta pelo NRC
(2001).
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Tabela 1. Propor¢cbes dos ingredientes e composi¢cdo quimico-bromatolégica
dos alimentos utilizados na dieta basal.

Composicao Dieta basal
Ingrediente, Kg/dia

Silagem Milho 27,78
Trigo® 30,00
Pré-secado aveia/azevém 1,50
Feno aveia/azevém 0,50
Casca Soja 2,25
Caroco de Algodéao 1,50
Milho 8,77
Farelo de soja 6,19
Bicarbonato 0,41
Bovigold®? 0,16
Calcario 0,40
Oxido Magnésio 0,03
Sal branco 0,03
MS, %° 59,59
Composicéo quimica, % MS*

MO 91,53
PB 17,82
EE 2,83
FDN 31,07
FDA 16,38
NIDA 0,10
NIDN 0,31
LDA 1,91
CINZAS 9,19
ENL_°(Mcal/Kg) 1,89
NDT® 78,56

Trigo duplo propésito (cv. BRS Umbu). “Novo nicleo Bovigold® (Tortuga). °Matéria seca (%)
referente apenas a dieta TMR. 4Composi(;éto guimica da dieta TMR. 5Energia de lactacdo estimado
segundo NRC (2001). ®Nurtrientes digestiveis totais estimado segundo NRC (2001).

6.2.4 Andlises dos componentes do leite

A gordura, proteina, lactose e sblidos totais foram determinados por
espectrofotometria  com radiagdo infravermelha, utilizando equipamento
Bentley® 2000 (Bentley Instruments, Chaska, MN, EUA). A CCS por citometria de
fluxo utilizando equipamento Somacount® 300 (Bentley Instruments, Chaska, MN,

EUA), enquanto o nitrogénio ureico pelo método Infravermelho - PO ANA 009.
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6.2.5 Analise do perfil de &cidos graxos da dieta e do leite

A extracdo de lipideos totais das amostras foi feita segundo a metodologia
de Bligh & Dyer (1959) e expressos em @/100g. Os &cidos graxos foram
transesterificados e metilados de acordo com a técnica descrita por Christie (1982).
Os ésteres metilicos dos acidos graxos (EMAG) foram analisados usando um
cromatografo a gas equipado com detector de ionizagdo em chama (GC-FID)
(Agilent Technologies, modelo HP6890), amostrador automatico e coluna capilar
Supelco SP-2560 (100m x 0,25 mm x 0,20 pum). O gés de arraste utilizado foi o
hidrogénio a pressdo constante de 20 psi. As condi¢cdes cromatograficas adotadas
foram: injetor no modo split (razdo 1:50) e temperatura de 250°C, temperatura inicial
da coluna de 50°C por 1 minuto, aumentando 15°C por minuto até 185°C, depois
0,5°C por minuto até 205°C e entdo 5°C por minuto até 220°C, sendo esta
temperatura mantida por 10 minutos.

A identificacdo dos acidos graxos foi baseada na comparacdo dos tempos
de retencdo da amostra com o de ésteres metilicos de padrdes, contendo o0s
isémeros geométricos do acido linoleico conjugado (CLA cis-9, trans-11 e CLA trans-
10, cis-12), do acido graxo vacénico (C18:1 trans-11) e uma mistura de 37 ésteres
metilicos de &cidos graxos (189-19 e 0O-5626, Sigma, EUA), por adicdo de padrao
(spiking) e, pelo comprimento equivalente de cadeia (ECL). Os valores do
comprimento equivalente de cadeia (ECL), para os EMAG, foram determinados
conforme proposto por Visentainer & Franco (2006) e, a identificagdo, baseada nos
valores de ECL determinados para o padrao 189-19 (Sigma, EUA). Os limites de
deteccédo e quantificagdo foram estimados conforme recomendacéo da ACS (1980),
considerando a razdo sinal ruido igual a trés e dez respectivamente, a partir de
diluicdes sucessivas de uma solucédo padrao de araquidato de metila.

A quantificacdo dos &acidos graxos, em mg/g de lipidios totais, foi efetuada
em relacdo ao padrao interno, tricosanoato de metila (23:0), Sigma. Antes da
transesterificagéo, foi adicionado 1 mL da solu¢cdo do padréo interno (1 mg/mL) em
todas as amostras, para posterior evaporacdo do solvente sob fluxo de N2. A
quantificacdo dos acidos graxos das amostras foi realizada apos a verificacdo da
concordancia entre os fatores de resposta teéricos e experimentais. Os calculos da
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concentracdo dos acidos graxos contidos nas amostras foram realizados conforme
Visentainer & Franco (2006).

Tabela 2. Perfil de acidos graxos dos ingredientes da dieta basal.

Ingredientes (%)

AG aSiIage m Trigo pré Feno Ca(;ce)go Cascg Farelp Milho
e milho secado ~ de soja de soja
algodao

C6:0 nd’ nd nd nd nd nd nd nd

C8:0 Nd nd nd nd nd nd nd nd

C10:0 Nd nd nd nd nd nd nd nd

C12:.0 Nd nd nd nd nd nd nd nd
C14:0 19,91 0,34 23,19 21,87 43,98 28,73 16,46 3,08
C16:0 1,50 17,77 12,29 32,22 13,19 3,84 19,94 18,48
Cl6:1 0,49 0,24 0,49 1,43 1,54 nd 0,66 2,85
Cc18:0 2,54 0,98 0,28 9,16 nd 1,16 4,25 3,44
C18:1n9c 14,91 1,64 0,39 14,26 8,28 2,72 9,54 43,29
Cl18:2n6¢c 31,64 9,86 10,77 9,53 28,89 61,88 44,53 27,18
C18:3n3 29,00 64,77 5259 11,53 3,88 1,68 4,61 1,68

'nd = nao detectado.

6.2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi um triplo quadrado latino 4x4,
cada um com quatro animais, quatro tratamentos e quatro periodos experimentais.
Os dados foram submetidos ao teste de komogorov-smirnov para verificar a
normalidade residual e a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene. As
variaveis foram submetidas a analise de variancia pelo procedimento PROC GLM.
Em seguida, as médias dos tratamentos foram ajustadas pelo método dos
guadrados minimos ordinarios com o comando LSMEANS (Least Squares Means).
Apo6s a identificagdo de significAncia de tratamento nos efeitos fixos do modelo
estatistico, foi efetuada analise de regressdo, com o intuito de investigar as
alteracdes nas varidveis dependentes em funcdo dos niveis. Os parametros do
modelo foram estimados pelo procedimento GLM, enquanto a sua falta de ajuste,
pela opcdo LACKFIT na declaragdo MODEL, sendo o coeficiente de determinacéo

(r?), expresso em relacdo & fonte tratamentos (regressdo + falta de ajuste). Foram
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avaliados os efeitos de tratamento, periodo, vaca e quadrado*tratamento. Os
resultados foram considerados significativos quando P<0,05, com o uso do
programa SAS.

O modelo estatistico usado foi Yjj= p + a;+ B; + Tk + ljj + ¢, onde Y = variavel
resposta; y = média geral; a; = efeito aleatério da vaca; B; = efeito fixo do periodo;
Ty = efeito fixo do tratamento, l; = interagdo quadrado*tratamento, e €y = erro

aleatdrio (residuo).
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi observado efeitos dos tratamentos sobre escore de condigéo
corporal, peso corporal e atividade ruminal (P>0,05). Resultados estes de acordo
com outros estudos que verificaram que ndo houve variagdo no peso corporal com a
adicado de 1,5% na MS na dieta de acidos graxos de cadeia média contendo C8:0,
C10:0 e C12:0 (FUKUMORI et al.,, 2013). No entanto Harvatine & Allen (2006)
observaram reducdo do peso corporal com a adicdo de &cidos graxos saturados,
resultados que vao de encontro com o presente estudo. Em meta analise feita por
Moate et al. (2006), verificaram que o aumento do acido graxo C20:0 presente na
gordura do leite esta negativamente relacionado com o peso corporal, 0 que nédo se
verificou no presente estudo.

N&do houve efeito dos niveis de AGCM na ingestdo de matéria seca
(P>0,05), o que esta de acordo com os estudos de Kadegowda et al. (2008), Hristov
et al. (2009) e Vyas et al. (2012). No entanto, inUmeros autores relataram que a
suplementacdo de AGCM reduz a IMS em vacas em lactagdo (ODONGO et al.,
2007; HRISTOV et al., 2011; FUKUMORI et al., 2013). Lipideos de cadeia média
reduzem o metabolismo ruminal, diminuindo o numero de protozoarios e a
degradabilidade da fibra, e subsequentemente reduzindo a ingestdo de alimentos
(DOHME et al., 2001).

A producao de leite geralmente esta relacionada com a ingestdo de matéria
seca. Com isso, ndo foi observada diferenca significativa (P>0,05) na producéo de
leite e PLC4% (Tabela 3). Resultados estes semelhantes com diversos autores para
producdo de leite (KADEGOWDA et al, 2008; HRISTOV et al, 2009; VAN
ZIJDERVELD et al., 2011; SUN et al., 2013; VYAS et al., 2013) e producao corrigida
para gordura (HRISTOV et al.,, 2009; VYAS et al., 2012; 2013; SUN et al., 2013).
Quando foi adicionado 20g/Kg MS de C8:0 e C10:0 na dieta de vacas em lactacao
nao houve diminuigdo na producao de leite (VAN ZIJDERVELD et al., 2011). Dados
esses semelhantes ao presente estudo, no entanto os niveis utilizados foram de

0,34, 0,68, e 1,34g/Kg de MS, quantidade inferior ao estudo citado anteriormente.
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Tabela 3. Peso corporal, escore de condicdo corporal (ECC), atividade ruminal
diaria, consumo de matéria seca, producdo de leite e composi¢cdo do
leite de vacas suplementadas com diferentes niveis de acidos graxos
de cadeia média (AGCM).

Tratamentos?
CTL AGCM20 AGCM40 AGCMS80 Média CV% P>F

Variaveis

Atividade ruminal,  yo5 g7 51418 48534 49865 49801 500 011

min/d

IMS? 23,27 23,15 23,15 23,47 23,26 4,50 0,44
Producéo de leite

Litros/d 43,60 42,87 42,44 43,52 43,10 4,97 0,79

Corrigida®, I/d 40,32 37,68 39,59 40,19 39,45 8,11 0,77
Componentes do

leite
Gordura, % 3,51 3,50 3,57 3,63 355 9,65 0,92
Gordura, Kg/d 1,53 1,41 1,51 1,55 1,50 11,83 0,82
Proteina, % 2,91 2,86 2,92 2,91 290 283 057
Proteina, Kg/d 1,27 1,23 1,23 1,26 125 569 0,78
Lactose, % 4,60 4,58 4,57 4,58 458 178 0,94
Lactose, Kg/d 2,01 1,97 1,95 2,00 198 482 0,75
Sélidos Totais, % 11,98 11,90 12,01 12,99 1222 271 091
SO"d%LOta'S’ 5,22 5,00 5,09 5,22 513 7,32 0,93
ECS* 2,29 2,38 2,32 2,14 228 42,62 047
Ureia, mg/di 19,05 19,66 19,43 18,86 1925 6,79 0,37

" Tratamentos: CTL = Controle; AGCM20 =5 gramas AGCM; AGCM40 = 10 gramas AGCM; AGCM80
=20 gramas AGCM.

2 Ingestdo de matéria seca estimada segundo NRC (2001).

3 Producéo de leite corrigida para 4% de gordura segundo NRC (2001).

* Escore de células sométicas transformada segundo Shook (1993).

Kadegowda et al. (2008) compararam a adicdo de AGCM na forma de nata,
AGCL e CLA infundidos diretamente do rimen de vacas em lactacdo e néo
obtiveram aumento em producédo de leite em comparagdo com o0 grupo controle, no
entanto houve aumento de producédo de leite corrigida para 3,5% de gordura
(PLC3,5%) com o uso de nata em comparacado com 0s grupos controle e CLA. Com
estudo semelhante Vyas et al. (2013) infundiu diretamente no rimen de vacas em
lactacdo AGCM na forma de nata e um complexo de AGCL, ambos com ou sem a
adicdo de CLA e conclui que com a adicdo de CLA nos dois tratamentos houve
reducado significativa (P<0,01) de 25% na PLC3,5%. Podendo constatar que uma
possivel depressédo na PLC3,5% decorrente do fornecimento de CLA néo é evitada
pela adicdo AGCM. Segundo Reveneau et al. (2012a), a utilizagdo de 6leo de coco

provocou um severo decréscimo na producdo de leite em torno de 11% em
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comparagcdo com o controle. A variacdo de resultados encontrados em diversos
estudos pode ser devido as diferentes doses, classes lipidicas utilizadas e
alteracdes ruminais.

N&o foi observado efeito dos tratamentos (P>0,05) sobre os componentes do
leite (gordura, proteina, lactose, solidos totais e ureia). A porcentagem e producéo
de gordura do leite ndo resultaram em diferenca estatistica dos tratamentos
(P>0,05). Dados similares a Hristov et al. (2009), onde forneceram 6leo coco e acido
laurico. Resultados estes distintos a Sun et al. (2013) que testaram diferentes niveis
de AGCM juntamente com AGCL e verificaram uma tendéncia de aumento linear
(P<0,10) na porcentagem da gordura do leite com o incremento de AGCM na dieta.
Da mesma forma, Vyas et al. (2012) relataram que a concentracdo de gordura do
leite foi aumentada (P<0,01) em até 9% pelas quantidades crescentes de AGCM
adicionados a dieta de vacas em lactagdo. Ja Van Zijderveld et al. (2011) relataram
aumento de 11% (P<0,001) em porcentagem de gordura do leite com a adicéo de
C8:0 e C10:0, atribuindo esse aumento a maior digestibilidade dos AGCM no ramen
do que outros AG testados. Fato este que comprova estudos anteriores, onde
Kadegowda et al. (2008), adicionando diretamente no rimen nata, gordura rica em
AGCM, obtiveram aumento de 14% (P<0,05) no percentual de gordura do leite e
18% (P<0,05) na producédo de gordura do leite em comparacdo com o controle.
Acidos graxos de cadeia curta e média (AGCCeM) contribuem mais para a sintese
de gordura do leite do que os AGCL, por serem melhor absorvidos, onde séo
transportados pelo sistema venoso portal atingindo o figado mais rapidamente do
que os AGCL, no entanto, a sua transferéncia para a gordura do leite pode ser
reduzida devido ao extenso metabolismo pelos tecidos extra mamarios (Grummer &
Socha, 1989).

Em contraste com outros estudos em que houve aumento ou nao ocorreu
efeito na producdo de gordura no leite, alguns mostraram que os AGCM provocam
severa depressdo na porcentagem da gordura lactea (HRISTOV et al.,, 2011).
Comprovando este fato Reveneau et al. (2012a) observaram reducdo de 27%
(P<0,01) com a adicdo de 6leo de coco em comparacdo a um grupo controle. A
maior formacdo de C18:1 trans e CLA (isbmero C18:2 trans-10, cis-12) inibem a
sintese de gordura do leite na glandula maméria de bovinos aumentando o risco da
sindrome conhecida como depressao da gordura do leite (DGL) (BAUMGARD et al.,
2000; 2002; BAUMAN & GRIINARI, 2003). Embora estudos recentes nao
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observaram aumento de CLA trans-10, cis-12 e drastica reducdo na producdo da
gordura do leite (REVENEAU et al., 2012a; b), dados esses semelhantes com
Shingfield et al. (2010) que atribuiram esse fato a outros isémeros como indicadores
da DGL. Estudos de Reveneau et al. (2012a; b) observaram aumento de C18:1 trans
e reducéo na gordura do leite.

Em comparagdo com as repostas observadas para a gordura do leite,
apenas efeitos modestos sao relatados na concentracao da proteina do leite (Sutton,
1989), lactose, sdlidos totais, CCS e NUL. Diante desse cenario, trabalhos
semelhantes também néo verificaram nenhuma diferenca na proteina do leite com a
adicao de fontes de AGCM, e em nenhum dos parametros citados (HRISTOV et al.,
2009; VYAS et al., 2013; SUN et al., 2013). Mas, Vyas et al. (2012) verificou que
houve reducdo numérica de forma linear (P<0,10) na proteina do leite quando os
niveis de AGCM foram mais elevados. E Sun et al. (2013) testando proporcdes de
AGCM com AGCL verificou que houve aumento significativo (P<0,05) em sdlidos
totais no leite, na maior propor¢cdo de AGCM em relacdo as menores. Esse fato foi
atribuido ao aumento numérico (P<0,10) da gordura do leite referente ao mesmo
tratamento.

Uma das formas de baixa eficiéncia dietética tendo perdas de N é na forma
de NUL, no entanto no presente trabalho n&o houve melhoras na eficiéncia de
utilizacdo de N com a adicdo de AGCM. Resultados estes semelhantes aos de
Hristov et al. (2009) que verificaram a eficiéncia do 6leo de coco e acido laurico na
dieta de vacas em lactagcdo e como resultados n&do obtiveram reducdes no NUL.
Apesar de ter havido melhorias aparentes no metabolismo ruminal de N nos
tratamentos com 0leo de coco.

A producéo individual de AGCC e M se mantiveram (P>0,05) com a adi¢ao
de diferentes niveis de AGCM em comparacdo com o controle (Tabela 4). Dados
semelhantes a diversos estudos (HRISTOV et al, 2009; Vyas et al., 2012; 2013).
Vyas et al. (2012) que testaram diferentes propor¢cbes na dieta de AGCM em
comparagcdo a um grupo controle contendo AGPI e encontrou efeitos nos AG
individuais apenas em acido miristico (C14:0) e miristoleico (C14:1) na gordura do
leite onde foram aumentadas (P<0,01) com o aumento de AGCM em comparacao ao

grupo controle.
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vacas

suplementadas com diferentes niveis de acidos graxos de cadeia
média (AGCM).
o Tratamentos® (mg/g)

Variaveis 2
CTL AGCM20 AGCM40 AGCM80 R CV% P>F
C4:0 11,65 12,83 12,42 12,83 - 17,25 0,33
C6:0 9,23 9,94 9,40 10,34 - 1297 0,45
C8:0 6,95 7,34 6,67 7,10 - 12,28 0,50
C10:0 19,39 18,56 17,80 18,63 - 11,70 0,65
C11:0 2,53 2,56 2,65 2,71 - 18,71 0,91
C12:0 24,14 23,80 22,96 23,90 - 12,36 0,78
C13:0 1,00 1,21 1,03 0,93 - 30,86 0,21
C14:0 78,50 83,25 76,54 79,04 - 9,58 0,38
C14:1n-5 5,27 6,45 5,64 6,53 - 20,52 0,22
C15:0 9,94 10,18 9,07 10,09 - 20,68 0,74
C16:0 226,53 234,53 227,83 226,24 - 10,69 0,80
C16:1n-7 10,56 11,61 11,11 10,96 - 1258 0,31
C17:0? 5,81 6,49 5,64 5,75 0,11 10,49 0,04
C17:1n-7c 1,95 2,02 1,74 1,69 - 26,62 0,45
C18:0 75,11 82,92 73,67 77,35 - 1432 0,37
C18:1n-t9 3,23 3,41 3,19 3,51 - 16,86 0,56
C18:1t-11 14,64 18,05 17,98 15,57 - 14,73 0,10
C18:1n-c9 154,95 177,22 158,99 159,99 - 10,10 0,11
C18:2n-6, t-9,t-12 2,23 2,29 2,06 2,53 - 2884 0,44
C18:2 n-6¢ 26,78 29,01 27,99 27,89 - 8,11 0,22
C18:3 n-3 3,77 4,11 3,64 4,07 - 10,83 0,17
C18:3 n-6° 0,22 0,32 0,28 0,50 0,85 47,81 0,002
CLA, c-9,t-11 4,08 4,86 4,32 4,14 - 16,38 0,24
CLA, t-10, c-12 0,30 0,40 0,28 0,36 - 3352 0,07
CLA, c-11, t-13 0,11 0,15 0,15 0,15 - 3259 0,20
C20:0 0,82 0,99 0,81 0,84 - 15,83 0,06
C20:1 n-9, c-11 0,34 0,40 0,38 0,41 - 18,33 0,11
C20:3 n-3c 0,98 1,01 1,15 1,04 - 13,67 0,08
C20:4 n-6 1,41 1,53 1,53 1,36 - 13555 0,15
C20:5n-3 0,30 0,33 0,30 0,33 - 21,77 0,84
C22:0 0,32 0,33 0,31 0,30 - 16,56 0,92
C22:6 n-3c 0,37 0,45 0,43 0,37 - 29,70 0,26
C24:0 0,33 0,48 0,28 0,31 - 50,37 0,08
C24:1 n-9 0,30 0,29 0,28 0,29 - 12,61 0,98

" Tratamentos: CTL = Controle; AGCM20 = 5 gramas AGCM; AGCM40 = 10 gramas AGCM; AGCM80

= 20 gramas AGCM. ;
2Y =6,0359 - 0,0036x; °Y = 0,2111 + 0,0033x.
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Kadegowda et al. (2008), verificaram, com o fornecimento de nata em
comparagdo com o controle ou com o fornecimento de AGCL, aumento numérico
nas producdes de C10:0 e C12:0, e o rendimento de C14:0 foi significativamente
(P<0,02) maior na gordura do leite de vacas com a infusdo de nata. Resultados
semelhantes ao de Sun et al. (2013), onde as concentracdes de C12:0 e C14:0
tendeu a aumentar (P<0,10) de forma linear com as quantidades crescentes de
AGCM. Estes AG sdo metabolizados em menor grau no figado, estando em maior
disponibilidade para a glandula mamaria (Grummer & Socha, 1989). A possivel
explicagdo perante os resultados apresentados, onde n&o houve alteracdo nos
AGCC e M individuais é dada pela absorcdo total e metabolizagdo em tecidos
(KADEGOWDA et al., 2008), ou pelo fato dos niveis testados estarem abaixo dos
estudos anteriores.

N&o ocorreu nenhuma resposta de acréscimo de C12:0 e C14:0 com 0 uso
de AGCM no presente estudo. No entanto ha transferéncia direta de AG da dieta
para a gordura do leite em 109% e 19,5% de aumento de C12:0 e C14:.0
respectivamente (HRISTOV et al., 2009; REVENEAU et al., 2012b).

Ao contrario de Hristov et al. (2009), a adicdo de AGCM no presente estudo
aumentou a producao de C17:0 (P<0,05) de forma linear em comparacao ao grupo
controle, dados esses de acordo com Kadegowda et al. (2008). No entanto, o
tratamento AGCM20 foi o Unico a obter tal resultado se comparado aos demais
tratamentos. Altos niveis de 6xido de magnésio (MgO) na dieta foram associados
positivamente com a producédo de C17:0 (MOATE et al., 2008), o que nao explicaria
o fato devido a todos os animais receberem a mesma quantidade de MgO. Porém,
em meta andlise realizada por Moate et al. (2008) verificaram que as dietas TMR séo
associadas com baixos niveis de producédo de &cidos graxos C17:0 do que os que
se baseiam no pasto. Essa previsdo € consistente com um estudo que mostrou um
aumento linear positivo em concentracdes de acidos graxos C17:0 na gordura do
leite quando a propor¢gdo de pastagem na dieta aumentou de zero para 100%
(COUVREUR et al., 2006). Devido a isso, como a composi¢cédo da dieta dos animais
continha pastejo em pastagem natural, esse fato pode ter contribuido para o
aumento de C17:0 na gordura do leite no grupo AGCM20.

Nao foi encontrado efeito dos tratamentos (P>0,05) maioria dos AGCL
analisados na gordura do leite. Porém houve uma tendéncia de aumento (P<0,10)
no C18:1trans-11 (&c. vacénico), C20:0, C20:3 e C24:0. Ocorreu aumento linear
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significativo (P<0,05) em C18:3n-6 (ac. gama-linolénico) no grupo AGCM80 em
comparagcdo com os demais, como podemos observar na Tabela 4. No entanto,
Hristov et al. (2009) ndo encontrou efeito em C18:3n-6 com a adi¢do de acido laurico
ou Oleo de coco na dieta de vacas em lactacdo. Sun et al. (2013) utilizando niveis de
AGCM verificou poucos efeitos no perfil de AG da gordura do leite, confirmando os
achados do presente estudo.

Hristov et al. (2009) verificou reducdes (P<0,001) em C20:0 e C24:0 com o
uso tanto de acido laurico como 6leo de coco, sendo que nos outros AG analisados
pelo autor ndo houve alteragbes com o uso destes aditivos. H& poucos estudos ou
comentarios em relacdo ao acido araquidico (C20:0). Acredita-se que o C20:0 é
formando pela acdo de enzimas elongase em C16:0 e C18:0 (Leonard et al., 2004),
mas Moate et al. (2008) ndo observaram relacdes significativas entre as quantidades
de C16:0 ou C18:0 absorvido a partir do intestino e a producdo de C20:0 no leite.
Este autor indica que a producdo de C20:0 na gordura do leite estad positivamente
relacionada a IMS e, surpreendentemente, com a quantidade de C18:3 absorvida a
partir do intestino. E também indica que a producdo de C20:0 foi negativamente
relacionada com os DEL e o peso corporal. No entanto, nenhuma destas relagdes
foram observadas no atual estudo.

Houve uma tendéncia de aumento (P<0,10) no isbmero CLA trans-10, cis-12
nos tratamentos AGCM20 e 80 se comparados ao demais, como pode ser
visualizado na Tabela 4, sem efeitos na porcentagem de gordura do leite.
Resultados semelhantes a Hristov et al. (2009) que ndo encontrou alteracdes na
gordura do leite e aumento significativo (P<0,05) em CLA trans-10, cis-12 com 0 uso
de 6leo de coco e acido laurico. Também ocorreu uma tendéncia linear de aumento
(P<0,10) de C18:1 trans-11 (ac. vacénico) nos tratamentos AGCM20 e 40 em
comparacdo com o controle. Em contraste ao presente estudo, a adi¢cdo de oOleo de
coco nao influenciou as produgdes de CLA e acido vacénico, mas 0s autores
obtiveram um aumento significativo (P<0,01) na gordura do leite e no total de C18:1
trans (REVENEAU et al.,, 2012a; b). O aumento da concentracdo de lipideos
bioativos pode realimentar a taxa-limite de BH (MAIA et al., 2010), podendo explicar
a acumulacéo de C18:1 trans no rumen (WU & PALMQUIST, 1991; ENJALBERT et
al., 2003).

Com relagdo a producdo total de acidos graxos de cadeia curta e média,

acidos graxos de cadeia longa, acidos graxos saturados, acidos graxos insaturados,
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acidos graxos sintetizados de novo, acidos graxos poli-insaturados e total de CLA, o
uso de diferentes doses de AGCM na dieta nédo alterou a propor¢cao em relagéo ao
grupo controle (P>0,10). No entanto, houve uma tendéncia de aumento (P<0,10) dos
acidos graxos monoinsaturados no tratamento AGCM20 em relacdo ao controle,
conforme a Tabela 5. Em estudo de Sun et al. (2013), a medida que aumentou a
proporcdo de AGCM em detrimento de AGCL na dieta houve uma tendéncia de
aumento linear (P<0,10) na producédo total de AGCCeM derivados da sintese de
novo. Vyas et al. (2012) ndo encontrou efeitos na producdo dos AGCCeM, mas
houve um aumento de 6% em AGS (P<0,001) e uma reducéo de 12% na producao
de AGMI (P<0,001). J& Kadegowda et al. (2008) com o uso de nata infundida
diretamente no abomaso, aumentou significativamente (P<0,05) a producdo de
AGCCeM, AGCL, AGMI e AGPI sem alteracbes na producdo de AGS. O fator
primordial do aumento de 25% em AGMI é devido ao incremento de C14:1, C16:1,
C17:1 e C18:1. Como foi mostrado na tabela 4 e 5, houve uma tendéncia de
aumento na producédo total de AGMI (P<0,10), e na producédo de C18:1 trans-11
(P=<0,10) no tratamento AGCM20 em comparacdo com os demais, podendo atribuir

esse aumento de AGMI ao C18:1 trans-11.

Tabela 5. Classes de acidos graxos da gordura do leite (mg/g) de vacas
suplementadas com diferentes niveis de acidos graxos de cadeia
média (AGCM).

Tratamentos® (mg/g)

Variaveis :
CTL  AGCM20 AGCM40 AGCM80 R?* CV% P>F
AGCCeM? 403,68 433,09 404,62 409,63 - 10,82 0,60
AGCL?® 393,15 421,48 393,15 398,67 - 10,89 0,60
AGDN* 300,39 340,69 315,15 310,67 - 944 0,15
AGS® 45499 468,46 439,26 446,17 - 7,88 042
AGI® 234,40 259,69 243,00 243,64 - 820 0,29
AGMI’ 193,88 221,24 200,35 200,54 - 932 0,07
AGPI® 40,52 44,29 42,65 43,10 - 920 0,24
CLA® 4,48 5,41 4,75 4,67 - 16,97 0,23

" Tratamentos: CTL = Controle; AGCM20 = 5 gramas AGCM; AGCM40 = 10 gramas AGCM; AGCM80
= 20 gramas AGCM.

% Acidos graxos de cadeia curta e média (C4:0-C16zlg; ® Acidos graxos de cadeia longa (>C17:0); *
Acidos graxos sintetizados de novo (C4:0-C16:0); ° Acidos graxos saturados; ® Acidos graxos
insaturados; ’ Acidos graxos monoinsaturados; 8 Acidos graxos poli-insaturados; ® Acido linoleico
conjugado (isébmeros C18:2).
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Como ndo houve acréscimo de AGCCeM, que séo sintetizados em grande
parte de novo na glandula mamaria, a producao total de AGDN néo diferiu entre os
tratamentos. O perfil de acidos graxos do leite durante a DGL é caracterizada por
reducdo da secrecao e absorcdo de AG originarios da sintese de novo (BAUMAN &
GRIINARI, 2003). Com isso, essa relacao se confirma no presente estudo, onde nao
foi verificado alteracdes na porcentagem de gordura do leite bem como nos AGDN.
Resultados esses semelhantes a Vyas et al. (2013) onde ndo encontrou diferenca na
producao total de AGCCeM e AGDN.

A suplementacdo de AGCM estudados consiste em lipideos saturados, que
sdo suspeitos de aumentar doengas coronarias no ser humano através do aumento
total do colesterol LDL (WILLIAMS, 2000). Com isso, estudos clinicos e
epidemioldgicos tem fornecido provas que a administracdo de C12:0 e C14:0
aumentam os riscos de doencas cardiovasculares (SHINGFIELD et al., 2008). Os
efeitos negativos de C8:0 e C10:0 ndo foram relatados (GERMAN & DILLARD,
2004). Gordura saturada do leite, em comparacdo com oOleos poli-insaturados, tém
sido mostrado (COX et al., 1995; HODSON et al., 2001; SJOGREN et al., 2004) que
aumenta a concentracdo de HDL plasmatico, a qual esta inversamente relacionado
com o risco de doencas cardiacas em seres humanos. Estas evidéncias emergentes
de que o colesterol LDL ndo é influenciado pela ingestdo de AG saturados
(SJOGREN et al., 2004), levou a uma reavaliacdo das recomendacdes nutricionais
em relacdo ao consumo de gordura de leite (GERMAN et al., 2009). O conceito de
consumo de gordura saturada atribuido a problemas de saude publica precisa ser
aperfeicoado em termos de ingestao de AGCM especificos.
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6.4 CONCLUSAO

Nas concentracdes utilizadas a suplementacdo de acidos graxos de cadeia
média nas diferentes concentracfes ndo afeta a producdo e qualidade do leite em
vacas em lactacdo. Em consequéncia de ser o primeiro estudo realizado em animais
com a associacao dos acidos graxos caproico, caprilico, caprico, laurico e miristico,
mais estudos sdo necessarios para esclarecer os efeitos desse grupo de AGCM na
producéo e qualidade do leite em animais de alta producéao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A suplementacdo de &cidos graxos de cadeia média reduziu a producdo de
metano, além de alterar a producdo de AGCC no rumen. Os tratamentos com 10 e
20g de AGCM na producéao in vitro obtiveram os melhores resultados em relagao ao
grupo AGCM20 e ao controle na reducédo da producao total de gas e metano. No
que diz respeito ao perfil de AGCC houve alteracdes com o uso dos tratamentos
onde se comportaram de forma distinta nos periodos de incubacao.

As concentracdes utilizadas de AGCM nao afetaram a ingestdao de matéria
seca, producédo de leite, como os componentes lacteos. O perfil de acidos graxos
individuais tiveram pequena variagdo, com aumento significativo de C17:0 e
C18:3n6.

Devido ser o primeiro estudo ser realizado com o uso combinado de acido
capraoico, caprilico, caprico, laurico e miristico, mais estudos para elucidar as formas
de atuacdo sdo necessarios para averiguar o potencial dessa classe lipidica na
producéo e qualidade do leite, eficiéncia da conversao alimentar e o custo beneficio

de uma dieta em vacas em lactacéo de alta producéo.
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