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RESUMO

PRODUCAO, ANALISE QUIMICA E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO
LEITE DE VACAS EM PASTAGEM DE AZEVEM SUPLEMENTADAS COM
GLICERINA BRUTA

AUTORA: Ana Paula Huttra Kleemann
ORIENTADOR: Julio Viégas

Com o objetivo de avaliar o uso de glicerina bruta como suplemento energético na dieta
para vacas em lactacdo mantidas em sistema pastoril de azevém (Lolium multiflorum), foi
conduzido no Instituto Regional de Desenvolvimento Rural, em Augusto Pestana, RS,
Brasil, um experimento com 18 vacas da raga holandesa, em um delineamento com blocos
(conforme os dias em lactacdo) em esquema de reversdo simples, em trés periodos de 14
dias. As dietas foram constituidas de azevem em pastejo, suplementado com silagem de
milho e concentrado, acrescido (grupo tratado) ou ndo (grupo controle) de 10% de
glicerina bruta com base na matéria seca (MS) total. Foram coletadas e analisadas
amostras de alimentos e leite. Os dados foram submetidos & analise de variancia e o efeito
de tratamento comparado pelo teste T através do programa estatistico SAS. Verificou-se
que a inclusdo de glicerina bruta ndo afeta a producdo e a composicdo do leite. O
somatdrio de acidos graxos saturados (> AGS) e os acidos caprilico, caprico e laurico
obtiveram significancia (P<0,05) em relagédo ao grupo controle, aumentando seus valores
com a inclusdo de glicerina bruta na dieta. Dos &cidos monoinsaturados, o oleico foi o
que apresentou significancia (P<0,05), aumentando os valores quando a glicerina nao foi
instituida na dieta (grupo controle), assim como o somatdrio dos acidos graxos
monoinsaturados (D AGMI). Os &cidos graxos poliinsaturados ndo diferiram entre os
tratamentos (P>0,05). Conclui-se que a adi¢ao de glicerina bruta na dieta de vacas leiteiras
ndo afeta a producdo de leite ou a qualidade do mesmo, sendo uma boa op¢éo de
suplementacéo energética. Para a composicdo de &cidos graxos, o uso da glicerina bruta

afetou indesejavelmente os indices de acidos saturados.

Palavras-chave: Glicerina Bruta. Leite. Acidos graxos.



ABSTRACT

PRODUCTION, CHEMICAL ANALYSIS AND PROFILE OF FATTY MILK
FROM VEGETATION COWS IN AZEVEM PASTURE SUPPLEMENTED
WITH CRUDE GLYCERINE

AUTHOR: Ana Paula Huttra Kleemann
ORIENTATOR: Julio Viégas

RESUME: The objective of this study was to evaluate the use of crude glycerin as an
energetic supplement in the diet for lactating cows kept in a ryegrass (Lolium
multiflorum) system. Eighteen Holstein cows were used in a experiment carried out at
Regional Institute for Rural Development in Augusto Pestana, RS, Brazil, distributed in
a block design (according to the days in lactation) in a simple reversion scheme, in three
periods of 14 days each on. The diets were composed of grazing ryegrass, supplemented
with corn silage and concentrate, with or without 10% crude glycerin on a total dry matter
basis (DM). Samples of food and milk were collected and analyzed. Data were submitted
to analysis of variance and the effect of treatment compared by the T test through the SAS
statistical program. The inclusion of GB does not affect milk production and composition.
The sum of saturated fatty acids (XAGS) and caprylic, capric and lauric acids were
significant (P <0.05) in relation to the control group, increasing their values with the
inclusion of crude glycerin in the diet. In relation to the monounsaturated acids the oleic
acid the values were heigher when glycerin was not established in the diet (control group),
as well as the sum of monounsaturated fatty acids (£AGMI). Polyunsaturated fatty acids
did not differ between treatments (P> 0.05). We conclued that the inclusion of crude
glycerin in the diet of dairy cows does not affect milk production or milk quality and is a
good option for energy supplementation.

Keywords: Glycerin Crude. Milk. Fatty acids.
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1 INTRODUCAO

A estimativa da producdo mundial de leite no ultimo ano sofreu ligeira queda.
Paises da Unido Europeia, Nova Zelandia, Australia e Estados Unidos, desaceleraram a
producdo, devido a baixa demanda, efeitos climaticos e altos custos com a producdo. A
América do Sul, Argentina e Uruguai, seguiram esta tendéncia. O Brasil, apesar de manter
0 crescimento a décadas, reduziu o volume nos Gltimos anos, mas tende ao crescimento.

A dificuldade para a incorporacdo de novas areas produtivas de alimentos,
condi¢des climaticas, e o comércio (demanda e custo de producdo), interferem
diretamente na producdo. Assim, é necessario atencdo a esse cenario uma vez que oS
desafios referentes a qualidade e quantidade s&o limitantes a atividade leiteira, pois estéo
sujeitos a estas variacBes. A cada ano é preciso produzir mais alimentos nas mesmas
areas, mas deve-se ter a preocupacao de manter e recuperar 0s recursos naturais existentes
objetivando a preservacao, sem descuidar da sustentabilidade econdmica.

A nutricdo (ou a dieta) tem um custo elevado na produgdo dos animais, sendo
intensa e constante a busca por novos ingredientes que se tornem viaveis financeiramente
e ao desempenho animal (SILVA, 2010). Devido ao valor alto de alguns volumosos
conservados, a utilizacdo de pastagens como base para a alimentacdo animal nas
condices brasileiras constitui-se na alternativa mais econémica para maior lucratividade
da atividade leiteira (MATOS, 1995; VILELA et al., 1996). No inverno sul-brasileiro o
azevém anual (Lolium multiflorum Lam.) destaca-se por ser a espécie mais cultivada
dentre as gramineas forrageiras (MORAES et al, 1995).

Existe ainda no Brasil controvérsias sobre a producdo de leite a pasto, mas nota-
se que hd uma busca por informag@es que tentem contornar 0s aspectos desfavoraveis que
este tipo de producdo possa acarretar, como por exemplo, 0s baixos niveis de nutrientes
(CERUTTI, 2014). De acordo com Silva et al (2010) suprir as necessidades nutricionais
dos animais e manter a producao leiteira constante durante o ano todo, séo desafios a
serem contornados neste contexto de producdo. Assim, a suplementagdo visa
complementar a deficiéncia de nutrientes da forrageira, principalmente, em energia e
proteina, melhorar os indices de produtividade leiteira e indices reprodutivos, incrementar
a ingestao de matéria seca e com isso, 0 aporte energético aos animais.

Com relacéo a composicao do leite a gordura se destaca por ser, em ruminantes,

0 componente que apresenta a maior variabilidade em sua concentracdo. Relatos da
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literatura demonstraram que a porcentagem de gordura do leite pode ser reduzida em até
46% por dietas que contém altos niveis de gréos e &cidos graxos poli-insaturados (PUFA)
(PIPEROVA et al., 2000). Na depressdo da gordura do leite induzida pela dieta, a
proporcdo de AG sintetizados de novo na glandula mamaria é reduzida de maneira
significativa (LOOR e HERBEIN, 1998). Sob estas condicdes, a sintese de novo de AG
pode ser limitante para a sintese de gordura de leite. Sabendo disso é necessario
compreender a regulagdo metabolica da sintese da gordura do leite com o intuito de
fornecer orientacGes praticas que ajudem os produtores a obter um leite de melhor
qualidade nutricional, sem afetar o volume de leite produzido (BECKER, 2015). Também
representa o maior valor econémico do produto e, igualmente, contribui para a densidade
dos produtos lacteos e para muitas das suas propriedades fisicas, dos atributos de
processamento e das qualidades organolépticas (HARVATINE et al., 2009).

Ja a producdo de biodiesel vem ganhando cada vez mais espaco na industria
brasileira. Desta producdo se obtém um coproduto chamado glicerina bruta que vem
sendo alvo de pesquisas para incluséo na dieta animal como fonte energética, substituindo
o milho, por exemplo. Este produto é obtido da transesterificacdo catalitica dos
triglicerideos de diferentes oleaginosas durante a producéo do biodiesel, de onde cerca de
10% do total produzido é transformado em glicerina bruta. Este montante é utilizado
atualmente em industrias cosméticas, farmacéuticas e alimenticias mas ainda assim ha
uma defasagem na utilizacdo (PEGORARO et al, 2012).

O grande interesse na utilizacdo de glicerina na alimentacdo animal € devido ao
seu alto valor energético (MENTEN et al, 2008). Nutricionalmente surge como fonte
energética alternativa e promissora, podendo substituir em parte os concentrados
energéticos da racdo (FAVARO, 2010).

Pensando nisto, busca-se a inclusdo da glicerina bruta a 10% de MS total na dieta
animal, sob pastejo em azevém anual como base alimentar. Espera-se que a composicao

e producdo do leite ndo sofram alteraces.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar a influéncia da suplementagdo com glicerina bruta na dieta de vacas

leiteiras sob pastejo de azevém anual, no que se refere a producdo e composicao do leite.

1.1.2 Especificos

A) Avaliar o efeito da glicerina bruta na producédo e composicdo fisico-quimica
do leite;

B) Avaliar o efeito da glicerina bruta no perfil dos &cidos graxos no leite;

C) Avaliar os valores de CLA, dmega 3 e 0mega 6 e suas relagdes no perfil dos

acidos graxos no leite de vacas suplementadas com glicerina bruta.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO DE LEITE EM PASTAGENS DE AZEVEM

Na bovinocultura leiteira, a alimentacdo € o componente de maior participacdo no
custo da producdo. Sendo assim, busca-se minimizar o uso de concentrados e tornar o
pasto relativamente autossuficiente na alimentacdo do rebanho, através da utilizagdo
adequada de pastagens reduzindo os custos (SILVA, 2011). O sistema de producédo de
leite com base em pasto é o que oferece as fontes de nutrientes mais econdmicas. Além
deste aspecto, a utilizagdo mais racional das pastagens auxilia na preservagdo dos recursos
renovaveis (HOLMES, 1995).

A intensificacdo de sistemas de producdo com base em pasto, fez com que areas
tradicionalmente utilizadas para producdo de grdos no verao, dessem suporte a atividade
leiteira nos periodos frios, com espaco ao cultivo de forragens anuais. Desta forma, os
sistemas foram caracterizados como lavoura-pecuéria (MELLO et al. 2004). A regido Sul
do Brasil, concentra a producédo de soja e milho no verdo e no inverno producéo animal
(principalmente leite) em pastagens de aveia e azevém (MARTIN et al., 2010). Tendem
a ser economicamente mais eficientes, pois promovem menor impacto ambiental, em
fungéo da maior ciclagem de nutrientes (GARCIA et al., 2004).

A produtividade e a qualidade da pastagem estdo condicionadas a fertilizacdo do
solo, bem como ao seu manejo (CECATO et al., 2002), viabilizando a utilizacdo do
sistema de lotacdo rotacionada, que permite uma maior taxa de lotagdo de animais e
eficiéncia forrageira (LIMA et al., 2007). Este sistema, em pastejo rotacionados torna-se
uma interessante opcao para a producéo de leite a pasto, por viabilizar melhores condicdes
de oferta de alimento forrageiro.

Segundo Rocha et al., (2007) as forragens mais utilizadas no inverno séo aveia
preta (Avena Strigosa Schereb.) e o azevém (Lollium Multiflorum Lam.). O uso do
azevem se d& pela facilidade de ressemeadura natural, resisténcia a doengas, bom
potencial de producédo de sementes e possibilidade de consorcio com outras forragens
(SANTOS et al., 2002). Quando no estagio vegetativo, dependendo do clima e nivel de
adubacdo nitrogenada, o azevem pode ter altos teores de proteina soltvel e nitrogénio ndo
proteico (MORAES et al.,1995).

A exploragdo racional e o total aproveitamento do pasto requerem o

desenvolvimento de sistemas que maximizem a ingestdo de forragem pelo bovino e
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melhore a eficiéncia de uso dos nutrientes fornecidos através da suplementacdo, com o
intuito de aumentar a ingestao diéria de energia e 0 desempenho animal, além daquilo que
é permitido pela pastagem. A eficiéncia do suplemento depende do efeito do mesmo,
sobre a ingestdo de pastagem pelas vacas e, portanto, é fundamental a compreensédo das
inter-relagdes entre as varidveis da pastagem, as caracteristicas do suplemento e as
exigéncias dos animais (BRANCO et al., 2002).

Para obter um resultado satisfatorio na suplementacéo de bovinos em pastejo, ha
necessidade de se conhecer as exigéncias dos animais e dos microrganismos do ramen.
Avaliando, além do consumo, o conteudo de nutrientes da forragem disponivel (proteina
degradavel e ndo degradavel e de energia digestivel), possiveis interacbes que ocorrem
entre o consumo e a digestibilidade do volumoso e do suplemento (PARSONS &
ALLISON, 1991).

O fornecimento de suplementos alimentares na dieta de vacas em lactacdo a pasto
assume maior ou menor importancia, em razdo do potencial de producdo de leite do
animal e da fase de lactacdo em que se encontram. Suplementando vacas em pastejo faz-
se necessario o estabelecimento de um plano anual a ser aplicado dentro das
possibilidades da propriedade para se chegar a uma condicdo de alta lucratividade
(NOGUEIRA, 2003). Diante disto, surgem algumas op¢des de coprodutos resultantes da
fabricacéo de biodiesel, de modo que reduza-se a dependéncia que os produtores tém de

alimentos tradicionais, que geralmente apresentam precos elevados.

2.2 GLICERINA BRUTA: FONTE ENERGETICA NA DIETA DE BOVINOS
LEITEIROS

Na atividade leiteira a atencdo a nutri¢do € fundamental para viabilizar o sistema
de produgéo. A base dos concentrados ofertados na alimentacdo bovina provem do milho
(fonte energética) e farelo de soja (fonte proteica). A glicerina bruta (subproduto da
fabricacdo de biodiesel) surge como alternativa a substituicdo do milho, por ser um
composto altamente energético.

O biodiesel € definido como um mono-alquil éster de acidos graxos, derivado de
fontes renovaveis, tais como 6leos vegetais e gorduras animais. E obtido através do
processo de transesterificacdo desses 0leos vegetais com alcoois (metanol ou etanol)
através de catélise basica, que utiliza o hidroxido de sodio (ou potdssio) como

catalisadores ou ainda pela esterificacdo desses materiais na presenca de catalisadores
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acidos, ocorrendo a transformacéo de triglicerideos em moléculas menores de ésteres de
acidos graxos, e tendo como subproduto a glicerina bruta, com teores de glicerol variando
de 80 a 95 % (RAMOS et al., 2000). Nas plantas de producéo de biodiesel no Brasil, 0
alcool utilizado é o metanol, assim como o catalisador mais utilizado é o hidréxido de
sodio. Desta forma, existe também um residuo de sddio na glicerina bruta gerada neste
processo (ANP, 2015).

No processo mais comum de producdo de biodiesel o metanol € usado em excesso
na reacdo de transesterificacdo. Ocorrida a formacao dos ésteres, ha a separacao da fase
lipidica, com os componentes apolares, e da fase aquosa, com os componentes polares. A
glicerina, &gua e metanol comp&em a fase aquosa. A maior parte do metanol é recuperado
por destilacdo e reciclado ao processo, porém de forma incompleta. A industria estabelece
o0 valor maximo de 0,5% de metanol na glicerina bruta produzida. De acordo com Dasari
(2007), esse problema do residuo de metanol tende a ser mais pronunciado em pequenas
plantas de biodiesel. Entretanto, nos Estados Unidos foi estabelecido que, para a glicerina
bruta ser usada como componente de alimentos, o nivel madximo de metanol ndo deve
exceder 150 ppm (Code of Federal Regulations 8573.640). No Brasil, as partidas de
glicerina bruta fornecidas para experimentos com frangos de corte tém apresentado niveis
de 140 a 150 ppm de metanol. A intoxicacdo por metanol em animais € identificada pela
excrecdo de &cido formico na urina. O metanol ingerido é oxidado no figado a
formaldeido e este a &cido formico. O &cido formico € a substancia toxica.

E importante salientar a diferenca entre glicerina bruta e glicerol: glicerol é o
composto puro, ou seja 1,2,3-propanotriol; ja a glicerina bruta sdo os outros produtos
comerciais que contenham mais de 95% de glicerol em sua composicéo (FELIZARDO et
al, 2006). As glicerinas se diferenciam gquanto ao grau de processamento na industria - na
forma bruta contem alto teor de &cidos graxos, e na forma semi-purificada, baixo teor de
acidos graxos (PEGORARO et al, 2012).

O glicerol é um composto estrutural importante dos triacilglicerdis e fosfolipidios
por ser percursor para gliceraldeido-3-fosfato, fornecer energia através da via glicosidica
e do ciclo do acido citrico, por poder ser convertido em glicose pelo figado e rins e ainda
fornecer energia para 0 metabolismo celular. E um componente do metabolismo normal
dos animais, sendo encontrado na circulacéo e nas células. Deriva-se da lipdlise no tecido
adiposo, hidrélise dos triglicerideos das lipoproteinas do sangue e da gordura dietética. O

glicerol absorvido pelo epitélio ruminal, sera convertido a glicose no figado e a enzima
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glicerol quinase converte glicerol e ATP em glicerol-3-fosfato e ADP a triose fosfato,
direcionando o glicerol para a gliconeogénese (KREHBIEL, 2008).

Estudos apontam o uso de glicerina para ruminantes por ser semelhante ao
propilenoglicol (substancia gliconeogénica), utilizado comumente na alimentacdo de
vacas leiteiras de alta producéo para atenuar os efeitos do balanco energético negativo no
periodo de transicdo. No rimen o glicerol sofre fermentacao e tem como principal produto
o0 acido propibnico - percursor dos acidos graxos e glicose metabolica (PIMENTEL et al.,
2014). Com a utilizacao de glicerina, a inclusdo de grandes quantidades de concentrado
na dieta que poderiam prejudicar o desempenho do animal, tendem a reduzir (FAVARO,
2010). O aporte energético fornecido pela glicerina bruta, e por seu perfil percursor da

glicose, incrementam a producao leiteira.

2.3 COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS NO LEITE

O leite é um dos alimentos mais completos existentes devido aos seus valores
energéticos e a sua composicdo fisico-quimica, rica em nutrientes essenciais. E uma
emulsdo de glébulos de gordura (com tamanhos diferenciados) e uma suspensdo de
micelas de caseina, célcio e fosforo, todas suspensas em uma forma aquosa que contem
substancias solGveis de lactose, proteinas do soro do leite e alguns minerais
(GONZALES, 2002).

A industria e o consumidor estdo atentos a qualidade do leite e as préaticas de
producdo utilizadas atualmente. A lei que regulamenta os padrdes de qualidade do leite é
a Instrucdo Normativa 62 (BRASIL, 2011), que estipula parametros para contagem de
células somaticas (CCS) em 400.000 células/mL e contagem bacteriana total (CBT) em
300.000 UFC/mL. Para a composicao o minimo exigido é de 3,0% de gordura, 2,9% de
Proteina e 8,4% de solidos ndo gordurosos. A higiene do animal, do ordenhador e das
instalacOes s@o acdes necessarias para atingir esses objetivos.

Varios autores descrevem o leite de vaca com uma composicao de cerca de 87%
agua, 3,9% gordura, 3,2% proteinas, 4,6% lactose e 0,9% de minerais e vitaminas, que
variam de acordo com a raca do animal, genetica, dieta, estagio da lactacdo, temperatura
do ambiente, idade, gestacdo, cio, doencas (como a Mastite), intervalo entre ordenhas
dentre outros inimeros fatores (REIS, 2007). De acordo com Freeden (1996), a

alimentacdo responde por aproximadamente 50% das varia¢des de gordura e proteina no
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leite. A proporcdo de cada componente do leite sofre influéncia da nutricdo e o status
metabolico da vaca no periodo em que se encontra.

No entanto, alguns tipos de gorduras suplementares podem alterar a composicéo
e as caracteristicas fisico-quimicas do leite — por exemplo, aquelas com alto teor de acidos
graxos insaturados. O leite proveniente de vacas possuem em torno de 440 ésteres de
acido graxos sendo os principais acido palmitico e o &cido oleico (SILVA, 1997). Embora
os &cidos graxos de cadeia curta e média contribuam para as variaveis qualidades
especificas da gordura do leite, a maioria dos componentes secundarios € representada
por isdmeros de acidos graxos de cadeias longas originarios do metabolismo microbiano
ruminal (PALMQUIST & MATTOS, 2011).

A intencdo de alterar a composic¢do do leite, principalmente em relagdo a gordura
destaca-se, pois o consumidor estd cada vez mais exigente em relacdo ao consumo de
determinadas gorduras saturadas, em razao de seus efeitos supostamente deletérios sobre
a satde humana (EIFERT el al., 2006).

A gordura do leite é sintetizada a partir dos acidos graxos obtidos de diferentes
fontes como a dieta, mobilizacdo de gordura do tecido adiposo do proprio animal ou até
mesmo da sintese propria através de processos bioquimicos realizados na glandula
mamaria (MARTINEZ, 2009). De acordo com Peres (2001), a gordura do leite € um
componente abundante e muito variavel, sua concentracdo e composicao sofrem maior
influéncia da nutricdo e condi¢cdes ambientais do que as demais fracdes e € composta,
primariamente, por triglicerideos que constituem aproximadamente 98% do total da
gordura do leite.

Os acidos graxos (AG) sao lipidios naturais, que possuem numero par de &tomos
de carbono, dividindo-se em saturados (AGS), apresentando apenas ligacdes simples
entre carbonos ou insaturados (AGI), que apresentam uma ou mais ligac@es (insaturacoes)
na cadeia carbonica, sendo estes divididos em: monoinsaturados - AGMI (uma
insaturacdo) e poli-insaturados-AGPI1 (com duas ou mais insaturacdes) (APPOLINARIO
etal., 2011). Sdo constituidos por uma cadeia de hidrocarbonetos, cujo comprimento varia
de quatro a 36 atomos de carbono (C), com um grupo metil (CH3) em uma extremidade
e um grupo carboxil (COOH) na outra (NELSON E COX, 2002).

Classificam-se ainda em acidos graxos em cadeia curta, cadeia média e cadeia
longa. De acordo com Martinez (2009), os de cadeia curta sdo aqueles sintetizados na
glandula mamaria. Os de cadeia média, apenas 50% é sintetizado pelo animal e o restante

é fornecido por acidos pré-existentes. Os de cadeia longa, juntamente com os outros 50%
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de cadeia média chegam até a glandula mamaria pela circulacdo sanguinea. Logo,
percebe-se a importancia do perfil dos &cidos graxos presentes na dieta para a sintese dos
acidos graxos presentes no leite, ja que ela pode afetar o perfil dos mesmos.

Acidos graxos como 6mega-3 (Q-3 ou n-3) e dmega-6 (Q-6 ou n-6) denominam-
se em poliinsaturados, que contem de 18 a 22 carbonos. Recebem esta designacdo de
O0mega pela posicdo da primeira dupla ligagdo, contando a partir do grupo metilico final
da molécula de &cido graxo (WILEY & SONS, 1979). Os 6mega 3 auxiliam na prevencao
ou tratamento de uma variedade de doencas, incluindo cardiopatias, cancer, artrite,
depressdo, mal de Alzheimer, dentre outros. Os émega 6 desempenham um papel
importante a nivel fisiologico pois participam da estrutura de membranas celulares,
influenciando a viscosidade sanguinea, permeabilidade dos vasos, a¢do antiagregadora,
pressdo arterial, reacdo inflamatoria e funcdes plaquetarias (MORAES & COLLA, 2006).

Outro elemento que vem sendo estudado com bastante frequéncia é o CLA (Acido
Linoleico Conjugado), que é produzido no rimen, pela fermentacdo microbiana da
Butyrovibrio fibrisolvents, através da isomerizacdo do acido linoleico (JENKINS et al.,
2008). O CLA tem propriedades bioativas distintas (anticarcinogénicas,
hipocolesterolémica, combate a obesidade e participa na modulacdo do sistema imune).
Sua origem vem da biohidrogenacdo dos &cidos linoleico e linolénico no rdmen
(HOLANDA et al., 2011). Possui duas duplas ligagcdes separadas por apenas uma ligacao
simples (insaturacdo conjugada). Os dois principais isbmeros de CLA, cis-9, trans-11 e
trans-10, cis-12, sdo naturalmente encontrado em produtos lacteos e carnes de ruminantes,
com cis-9, trans-11 CLA, sendo o isémero mais abundante (aproximadamente 75 a 90%
de cis-9, trans-11 CLA, 10 a 25% de trans-10, cis-12 CLA) (KIM et al., 2009).

Existe variacdo nos niveis de CLA, especialmente no leite, que associam-se a
fatores animais como espécie, raca, idade, estagio de lactacdo e também a fatores
relacionados a alimentagdo como incorporacdo de CLA, composicdo de acidos graxos,
variacao sazonal e tipo de alimentacdo (TSIPLAKOU et al., 2006). Os leites de espécies
ruminantes, apresentam maior concentragéo de CLA, devido a capacidade desses animais
em converter acidos graxos insaturados em CLA (COLLOMB et al., 2006). No leite, o
contetdo de CLA pode ser modificado pela manipulacdo da alimentagdo dos animais
lactantes. A suplementacdo também acarreta maiores teores de CLA, pelas ragdes com
6leo ou sementes oleaginosas ricas em AL e a-linolénico, como linhaga (GONTHIER et
al., 2005), girassol (CASTRO et al., 2009), canola (COLLOMB et al., 2004) e soja
(SECCHIARI et al., 2003) ou ainda de 6leo de peixe (JONES et al., 2005).
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Os produtos lacteos sdo constituidos por lipidios e os consumidores questionam a
proporcao de acidos graxos saturados (AGS). O teor e perfil de acidos graxos (AG) do
leite e seus derivados podem ser alterados por meio da dieta fornecida aos animais,
tornando-os mais saudaveis nutricionalmente, como por exemplo, reduzindo os AGS e
aumentando os acidos AG poli-insaturados (AGPI) (BARROS, 2011). O consumo
excessivo e descontrolado de AGS pode alterar os niveis de colesterol sanguineo, que esta
diretamente relacionado com a incidéncia de doengas cardiovasculares na populagéo
humana (ULBRICTH E SOUTHGATE, 1991).



3 ARTIGO

PERFIL DE ACIDOS GRAXOS NO LEITE DE VACAS HOLANDESAS MANTIDAS
EM SISTEMA PASTORIL SUPLEMENTADAS COM GLICERINA BRUTA

Resumo

Avaliou-se 18 vacas holandesas, mantidas em sistema pastoril em piquetes rotacionados
de azevém, suplementadas duas vezes ao dia (pela manha depois da ordenha e a tarde
antes da ordenha) com silagem de milho, concentrado comercial e glicerina bruta. Os
animais foram dispostos em dois grupos, recebendo: 1) Dieta basal sem adicéo de glicerina
bruta, 2) Dieta basal com adi¢&o de 10% de glicerina bruta na MS total. A pesquisa experimental
totalizou 56 dias, divididos em quatro periodos de 14 dias, sendo o primeiro apenas de
uniformizacdo da dieta e os trés posteriores efetivos, em delineamento de reversao simples. O
objetivo foi avaliar a inclusdo de glicerina bruta na dieta desses animais sobre a qualidade
do leite e o perfil de &cidos graxos, bem como suas intera¢6es. Os dados foram submetidos
aandlise de variancia e o efeito de tratamento comparado pelo teste T através do programa
estatistico SAS. Verificou-se que a inclusdo de GB ndo afeta a producéo e a composicao
do leite. O somatdrio de acidos graxos saturados (> AGS) e os acidos caprilico, caprico e
laurico obtiveram significancia (P<0,05) em relacdo ao grupo controle, aumentando seus
valores com a incluséo de glicerina bruta na dieta. Dos acidos monoinsaturados, o oleico
foi o que apresentou significancia (P<0,05), aumentando os valores quando a glicerina
ndo foi instituida na dieta (grupo controle), assim como o somatério dos acidos graxos
monoinsaturados (3> AGMI). Os acidos graxos poliinsaturados ndo diferiram entre 0s
tratamentos (P>0,05). Conclui-se que a adicdo de glicerina bruta na dieta de vacas leiteiras
ndo afeta a producédo de leite ou a qualidade do mesmo, tornando-se uma boa opg¢éo de
suplementacdo energética. De forma contraria, para os acidos graxos saturados houve

aumento na adi¢éo de glicerina.

Palavras- chave: BOVINOS. LIPIDEOS. NUTRICAO.

Introducéo

Os bovinos leiteiros no periodo de inverno na regido sul do Brasil, tem sua dieta
baseada na utilizacdo de plantas forrageiras cultivadas (MITTELMENN et al., 2014),
onde o azevém (Lolium multiflorum lam.) destaca-se como forragem que possui uma alta

concentracdo de proteina bruta (CONFORTIN et al, 2009). Busca-se com a
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suplementacdo de glicerina bruta aumentar a energia na dieta de ruminantes, tentando
minimizar os efeitos do balanco energético negativo, distlrbios metabolicos, problemas
reprodutivos e incremento na producdo de leite.

O leite € um dos alimentos mais completos existentes devido aos seus valores
energéticos e a sua composicao fisico-quimica rica em nutrientes essenciais. De acordo
com varios autores o leite de vaca tem em sua composicao cerca de 87% de &gua, 3,9%
de gordura, 3,2% de proteinas, 4,6% de lactose, e 0,9% de minerais e vitaminas. Estes
parametros podem variar de acordo com a raca do animal, genética, dieta, estagio da
lactacdo, temperatura do ambiente, idade, gestacdo, cio, doengas (como a Mastite),
intervalo entre ordenhas dentre outros inimeros fatores (REIS, 2007). Segundo Freeden
(1996), a alimentacdo responde por aproximadamente 50% das variacfes de gordura e
proteina no leite. A proporcdo de cada componente do leite sofre influéncia da nutrigéo e
0 status metabdlico da vaca no periodo em que se encontra.

Pesquisas vem sendo realizadas com o intuito de alterar a composicdo da gordura
do leite, para torna-la mais adequada ao consumo humano (GAMA et al., 2008; Lopes et
al., 2009). Com o maior acesso a informacéo sobre o papel dos alimentos na saude, o
conceito de qualidade tornou-se mais abrangente. Para tanto, busca-se reduzir os niveis
de alguns acidos graxos no leite prevenindo as doencas cardiovasculares, por exemplo,
os acidos graxos saturados de cadeia média, como laurico (C12:0), miristico (C14:0) e
palmitico (C16:0), e o aumento da concentracdo do acido oleico (C18:1 cis-9) no leite
(DEWHURSt et al., 2006). Também objetiva-se aumentar a concentracdo do acido
vaccénico (C18:1 trans-11), que é o precursor do CLA (C18:2 cis-9, trans- 11) na sintese
endogena da glandula mamaria (GRIINARI et al., 2000).

Além de ser um subproduto da producao de biodiesel (neste caso, de matéria prima
100% soja), a glicerina bruta possui em sua composicdo altos teores de acidos graxos, e
seu uso na alimentacdo animal surge como uma maneira de otimizar a eficiéncia biolégica
e econdmica desta produgdo (ZACARONI, 2010), ja que ganha cada vez mais dimenséo
frente a sangéo da Lei n°® 613/2015 (BRASIL, 2015), que eleva ainda mais o percentual
de mistura de biodiesel ao diesel vendido ao consumidor, passando para 8%, a partir de
abril de 2017. A proposta estabelece ainda que para os proximos dois anos haja um
incremento de 9% e 10%.

Assim, objetivou-se com este estudo verificar se a incluséo de glicerina bruta na
dieta de vacas holandesas mantidas em pastejo de azevém altera ou ndo a composicao e

o perfil de acidos graxos do leite.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no Instituto Regional de Desenvolvimento Rural
(IRDeR) da Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul
(UNWJUI), localizado no municipio de Augusto Pestana no estado do Rio Grande do Sul,
Latitude 28° 31” 017 Sul e Longitude 53° 59° 31 Oeste, no periodo de Julho a Agosto de
2015. Seguindo as diretrizes recomendadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(desta Universidade) atraves do protocolo de pesquisa n.09/2014, parecer: 019/2014.

Dezoito vacas da raca holandesa em lactacao (600 + 50 kg de peso corporal) foram
divididas aos pares conforme os dias em lactagéo (de 60 a 120 dias, 121 a 200 dias e 201
a 320 dias) e por producéo individual de leite similar, entre os tratamentos: 1) Dieta basal
sem adicdo de glicerina bruta, 2) Dieta basal com adicdo de 10% de glicerina bruta na
Matéria Seca (MS).

No inicio do periodo de adaptacdo todos os animais foram avaliados, sendo que
apenas animais sadios ao exame clinico e ginecoldgico foram incluidos no experimento.
O periodo experimental teve duracéo de 56 dias, dividido em quatro periodos de 14 dias,
sendo que, no primeiro periodo experimental todas as vacas receberam a mesma dieta
para padronizagdo (silagem, racdo, pastagem de azevém). Posteriormente, foi atribuido
aleatoriamente as vacas em pares, dentro de cada bloco, em uma sequéncia de trés
experimentos, durante 14 dias cada um, em delineamento de reversao simples (Cross-
over).

As vacas foram mantidas em pastagem de azevém (Lolium multiflorum Lam.),
cultivar Bar HQ®, tetraploide, sob pastejo rotacionado, em um Gnico rebanho na éarea
experimental, manejadas de forma a proporcionar uma oferta minima de matéria seca de
25 kg/animal/dia. A éarea total de pastagem (20 ha) foi dividida em 11 piquetes com
tamanho médio de 1,8 ha. Os animais permaneciam em média dois dias e duas noites em
cada piquete, cada piquete ficava em descanso em média 20 dias. Em relacdo a adubacéo
na base foram aplicados 200 kg ha-1 (5-20-20) 40 kg de P205 e K20 e 77,5 kg de N,
parcelados em 4 aplicac6es, sendo 10 kg/ha na base e os demais divididos em 3 aplicagdes
e em cobertura 150 kg ha-1 de ureia, em trés aplicagdes, distribuidas ao longo do periodo
experimental.

As vacas de cada tratamento foram submetidas as mesmas condi¢es de manejo e
alimentacdo, pastejo em azevem no intervalo entre ordenhas e oferta de concentrado

(conforme producéo de leite) mais oferta de 10 kg de silagem de milho dia™* no cocho,
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diferindo apenas entre os tratamentos a inclusdo de 10% ou néo de glicerina bruta na MS
total da dieta. Todos os animais foram pesados, em balanc¢a, no inicio de cada periodo
experimental, para determinar o consumo de glicerina bruta diéria, com base em 3% de
consumo de matéria seca mediante 0 peso Vivo.

O concentrado utilizado foi comercial peletizado com 17% de proteina bruta, que
detinha na sua composicao basica farelo de soja, como fonte proteica, milho moido e
farelo de arroz como fonte de alimentos energéticos. A quantidade de concentrado
fornecido para cada animal foi alterada sempre que necessario na razdo de 1kg de
concentrado para cada 5 litros de leite produzidos por vaca dia. Os animais foram
ordenhados mecanicamente duas vezes ao dia, as 7h e 16h, e receberam o alimento
concentrado e conservado individualmente, logo apds a ordenha no periodo da manha e
antes da ordenha no periodo da tarde. Durante o tempo restante, 0s animais permaneceram
nas areas de pastagens, com livre acesso a agua potavel e acesso a sombra.

A glicerina bruta possuia consisténcia liquida, de textura oleosa e coloragdo
amarelo escura, tendo como matéria prima 100% gréos de soja (Tabela 1), comercializada
pela empresa Trés Tentos Agroindustrial S/A de ljui-RS. A analises de acidos graxos do
produto foram realizadas no Nucleo Integrado de Desenvolvimento em Analises
Laboratoriais (Nidal/UFSM).

Tabela 1 - Composicdo quimica da glicerina bruta! e proporcéo de acidos graxos2.

Componente Glicerina
Metanol (% méximo) 1
Glicerol (% minimo) 80
Agua (% minima) 15
MO (% minima) 5
Cinzas (% minimo) 7
NacL (% minimo) 7
Acidos Graxos

Saturados 39,96
Monoinsaturados 16,00
Poliinsaturados 44,03

Fonte: * Fornecida pela Trés Tentos Agroindustrial; 2 Ntcleo (NIDAL)

As coletas de amostra da forragem foram realizadas na entrada de cada piquete
durante o periodo de experimento, sendo realizada posteriormente uma amostra composta

por periodo. O material verde foi seco em estufa com circulacao forcada de ar (55°C) até
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peso constante, moido (peneira de um mm) e armazenado para posterior analise. Os teores
de matéria seca (MS) das amostras de alimentos foram determinados por secagem em
estufa a 105°C até peso constante. O contetdo de cinzas foi determinado por combustéo
a 600°C durante 4 horas e a matéria organica (MO) por diferenca de massa. O nitrogénio
total (N) das amostras de alimentos foi determinado pelo método Kjeldahl (METODO
984.13; AOAC, 1997) e determinada proteina bruta (PB) e fibra bruta (FB). A analise de
fibra em detergente neutro (FDN) foi baseada nos procedimentos descritos por Mertens
(2002) com uso de a-amilase termoestavel, exceto que as amostras foram pesadas dentro
de sacos filtro de poliéster (porosidade de 16 um) e tratadas com detergente neutro em
autoclave a 110°C por 40 minutos (SENGER et al., 2008). As concentragdes de fibra em
detergente acido (FDA) foram analisadas de acordo com o Método 973.18 da AOAC
(1997), exceto que as amostras foram pesadas dentro de sacos filtro de poliéster
(porosidade de 16 um) e tratadas com detergente cido em autoclave a 110°C por 40
minutos (SENGER et al., 2008). Os teores de extrato etéreo (EE) foram obtidos por
extracdo com éter etilico em um sistema de refluxo a 180°C durante 2 horas. As analises
foram realizadas no Laboratdrio de Bromatologia da Universidade do Noroeste do Estado
do Rio Grande do Sul (UNIJUI) e estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados das analises bromatoldgicas dos trés periodos experimentais, para
pastagem de azevém, silagem de milho e concentrado.

Periodo Itens __ Alimentos
Pastagem de Azevém Silagem de Milho Concentrado

MS% 9.24 23.43 83.50
MM% na MS 15.54 4,62 10.83
MQO% na MS 84.46 95.38 89.17

1 PB% na MS 31.81 7.49 17.05
FDN% na MS 50.87 59.98 -
FDA% na MS 43.93 51.84 -
EE% na MS 5.45 421 4.16
MS% 13.70 23.43 83.50
MM% na MS 13.25 4.62 10.83
MO% na MS 86.75 95.38 89.17

2 PB% na MS 21.95 7.49 17.05
FDN% na MS 58.45 59.98 -
FDA% na MS 38.51 51.84 -
EE% na MS 3.46 421 416
MS% 10.27 23.43 83.50
MM% na MS 14.34 4.62

3 MO% na MS 85.66 95.38 89.17
PB% na MS 28.88 7.49 17.05

FDN% na MS 54.00 59.98 -
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FDA% na MS 43.28 51.84 -

EE% na MS 3.83 4.21 4.16
*MS= matéria seca, MM= matéria mineral, MO-matéria organica, PB=Proteina Bruta,
FDN=Fibra em detergente neutro, FDA= Fibra em detergente acido, EE=Extrato Etéreo.

Analisou-se a dieta referente a cada periodo experimental com e sem glicerina

bruta (Tabela 3), de acordo com o programa de balanceamento de dietas no AMTS.

Tabela 3 - Resultados das analises para composi¢do nutricional da dieta dos periodos
experimentais (% MS).

Periodo Itens Dieta
Com Glicerina bruta Sem Glicerina bruta
MS% 18.40 17.00
CNF 35.70 29.40
1 CHOF 43.70 41.70
PB 20.44 22.71
FDN 18.10 20.50
EE 4.60 5.10
MS% 24.80 23.00
CNF 35.70 29.40
2 CHOF 45.50 43.70
PB 16.56 18.41
FDN 19.90 22.60
EE 3.80 4.20
MS% 20.00 18.50
CNF 35.70 29.40
3 CHOF 44.40 42,50
PB 19.28 21.43
FDN 18.80 21.30
EE 4.00 4.40

*MS= matéria seca, CNF= carboidratos ndo fibrosos, CHO Fem.= carboidratos
fermentaveis, PB=Proteina Bruta, FDN=Fibra em detergente neutro, EE=Extrato Etéreo.

A producéo de leite (litros dia) foi obtida da média da producéo dos Ultimos seis
dias de cada periodo experimental, através da mensuragdo da producdo das ordenhas da
manhd e tarde. A producdo de leite foi corrigida para 4% de gordura, conforme a formula:
[(0,4) x (producao de leite) + 15 (producéo de leite x % gordura/100)] (NRC, 2001).

Dois dias ao final de cada periodo experimental, uma aliquota (40mL) de leite de
cada animal de ambas as ordenhas (60% da manhd e 40% da tarde) foi coletada e
acondicionada em frasco contendo conservante Bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-
propanodiol). Os frascos com as amostras foram identificados com o nimero do animal
e enviados ao Laboratdrio da Universidade de Passo Fundo (UPF), Servigo de Analise de
Rebanhos Leiteiros (SARLE), para fins de anélise do nitrogénio uréico, composic¢ao do

leite e contagem de células somaticas. Os resultados foram compilados com base em uma
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média das amostras por animal, a cada periodo experimental. Outra amostra de leite
(100mL) de cada animal (de ambas as ordenhas (manh& e tarde)) foi coletada e
acondicionada em frasco ambar de vidro, congeladas (a -20°C), identificados com o
numero do animal e posteriormente enviadas ao NIDAL (Ndcleo Integrado de
Desenvolvimento em Analises Laboratoriais — UFSM), para fins de analise do perfil de
acidos graxos presentes no leite.

A extracdo dos lipideos totais das amostras foi realizada segundo a metodologia
de Bligh&Dyer (1959). Os &cidos graxos foram transesterificados e metilados de acordo
com a técnica descrita por Christie (1982). Os ésteres metilicos dos &cidos graxos
(EMAG) foram analisados usando um cromatografo a gas (modelo 6890, Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA), equipado com um detector de ionizagdo em
chama (GLC-FID) e uma coluna capilar SP-2560 (100m; 0,25mm i.d.; espessura de filme
0,20um; Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA). Como gas de arraste, se
utilizou nitrogénio, a uma vazao de um mL/min e, um microlitro de amostra foi injetada.
As condi¢bes cromatograficas adotadas foram: injetor no modo split (razdo 1:50) e as
temperaturas do injetor e do detector foram 250°C. A rampa de temperatura iniciou
com60°C por um minuto, aumentando 15°C/min até 170°C por 15 minutos, depois
aumentadando 3°C/min até 185°C por 6 minutos, apés elevado 6°C/min até 210°C por 10
minutos e entdo 10°C/min até 240°C, sendo esta temperatura mantida por 8 minutos. A
identificacdo dos acidos graxos foi baseada na comparacdo dos tempos de retencdo da
amostra com o de ésteres metilicos de padrdes, contendo os isdmeros geométricos do
acido linoleico conjugado (CLA: c9t11 e CLA: t10c12), do &cido graxo vacénico (&cido
graxo trans 18:1) e uma mistura de 37 ésteres metilicos de acidos graxos (189-19 e O-
5626, Sigma, EUA) e expressos em g/100g de acidos graxos identificados. Foi analisada

também a composicao de acidos graxos da dieta ofertada conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Perfil de acidos graxos (%) presentes da dieta fornecida aos animais durante
0S periodos experimentais.

Alimento
Azevém Silagem
1 2 3 1 2 3
AG Saturados 21,29 20,48 17,88 30,25 29,80 30,27

AG Monoinsaturados 1,99 1,96 1,68 13,23 13,76 12,18
AG Poliinsaturados 76,70 77,53 80,42 56,51 56,44 46,62
AG= acidos graxos.
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A qualidade nutricional da frac&o lipidica foi avaliada por indices a partir dos dados
de composicdo em &cidos graxos, através dos seguintes célculos: indice de
aterogenicidade (1A) = [(C12:0) + (4 x C14:0) + (C16:0)] / [(AGPI n-6 + AGPI n-3) +
AGMI)] sendo, C12:0, C14:0 e C16:0, respectivamente, os &cidos laurico, miristico e
palmitico; AGMI representa a soma das concentragdes de todos os AG monoinsaturados;
AGPI dmega 6 e 6mega 3, a soma das concentragdes dos AG poliinsaturados 6mega 6
(C18:2 cis-9, cis-12; C18:2 cis-9, trans-12; C18:2 trans-10, cis-12; C20:2 cis-11, cis-14;
C20:3 n-6; C20:4n-6) e AG poliinsaturados émega 3 (C18:3n-3 isdbmeros; C18:3 cis-9,
cis-12, cis-15), respectivamente, segundo O indice de trombogenicidade (IT) foi
calculado a partir da equacéo 1T= (C14:0 + C16:0 + C18:0) / [(0,5 x AGMI) + (0,5 x
AGPI n-6) + (3 x AGPI n-3) + (AGPI n-3 / AGPI n-6)] sendo, C14:0, C16:0 e C18:0,
respectivamente, os acidos miristico, palmitico e estearico; AGMI representam a soma
das concentracdes de todos os AG monoinsaturados; AGPI 6mega 6 e dmega 3, a soma
das concentragdes dos AG poliinsaturados 6mega 6 (C18:2 cis-9, cis-12; C18:2 cis-9,
trans-12; C18:2 trans-10,cis-12; C20:2 cis-11, cis-14; C20:3 n-6; C20:4n-6) e AG poli-
insaturados 6dmega 3 (C18:3n-3 isdmeros; C18:3 cis-9 ,cis- 12, cis-15), respectivamente.
Os dois indices seguem as recomendacdes de Ulbricth e Southgate (1991). Também
foram calculados os totais dos &cidos graxos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI)
e poliinsaturados (AGPI), as relagdes entre os &cidos graxos dmega-6 (n-6) e 6mega-3 (n-
3), entre os acidos graxos vacénico (Vac) e esteadrico (C18:0) e entre os acidos graxos
trans e acidos graxos com 18 carbonos (C18).

Para fins de analise a inclusdo de glicerina bruta foi considerada como efeito fixo e
o0s blocos como efeito aleatério levando em conta o efeito do tratamento dentro de cada
periodo. Para o estudo do efeito da inclusdo de glicerina bruta no perfil dos acidos graxos
no leite, todas variaveis expressas em porcentagens foram transformadas pela aplicacdo
do arcoseno da raiz quadrada de seus valores percentuais e posteriormente analisadas
(MARKUS, 1973). Os resultados referentes as variaveis do perfil de acidos graxos no
leite foram analisados utilizando o procedimento MIXED do SAS 9.2 (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC). Os resultados de cada animal foram incorporados a média dos grupos (tratado
ou ndo) por periodo. Submetidos os dados a analise de variancia e o efeito de tratamento
foi avaliado pelo teste de Tukey para dados pareados, 0s contrastes foram considerados

significativos quando o valor de P<0.05.
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Resultados e discussao

A composicdo dos nutrientes do leite (gordura, proteina, lactose, sélidos totais e
nitrogénio ureico), qualidade “higiénica” (CCS) e a producdo (corrigida a 4%) néo
sofreram influéncia entre os tratamentos (P>0.05) (Tabela 4). Uma vez que a energia
fornecida através da glicerina bruta sob o pastejo de azevém na fase vegetativa, onde 0s
niveis de proteina bruta sdo elevados, causou um equilibrio na dieta, ndo interferindo para
a perda na qualidade e producao de leite. Os valores médios para gordura apresentam-se
maiores no grupo controle, podendo ser explicado pelo fato de que na propria glicerina
bruta existe uma quantidade de acidos graxos poliinsaturados muito grande, quando esses
sdo sintetizados no rumen, h4 uma alteracdo na proporcdo de acetato:propionato,
percursores da sintese de gordura no leite. Isso ird interferir na sintese de novo na glandula
mamaria e assim na producao de &cidos graxos de cadeia curta.

Esse efeito foi verificado por Donkin (2009), quando testou a inclusdo de glicerina
bruta em diferentes niveis na dieta (5%, 10% e 15% na MS), afirmando que o glicerol é
um substituto adequado para bovinos de leite ja que ndo afeta a produgdo e composicao
do leite. Favaro (2010) utilizando 10 % de glicerina bruta na matéria seca da dieta em
substituicdo aos grdos, verificou que a glicerina € um ingrediente em potencial, pois
contém praticamente 0 mesmo teor de energia na matéria seca que o milho, ndo causando
impactos sobre a producéo e qualidade do leite.

Segundo a IN 62 (BRASIL, 2011), o leite cru refrigerado deve conter em sua
composicdo teores minimos de 3% de gordura, 2,9 % de proteina e solidos totais com
minimo de 8,4% correspondendo este trabalho ao exigido pela legislacdo. A contagem de
células somaticas limitada pelo MAPA é de 400.000 células /mL e 300.000 UFC de
contagem bacteriana total, valores inferiores aos encontrados neste trabalho, em ambos
0s grupos. Explica-se pelo fato de alguns animais apresentarem CMT positivo durante o
experimento, pois as condi¢des climéticas no periodo foram criticas com muita chuva e
umidade favorecendo o aparecimento de mastites.

A glicerina bruta era composta por no minimo 80% de glicerol. No rumen o
glicerol € utilizado por duas rotas metabélicas: absor¢io da parede ruminal (REMOND
et al., 1993) ou transformado em é&cidos graxos volateis (AGV), principalmente em
propidnico, pelas bactérias ruminais (CZERKAWSKI & BRECKENRIDGE, 1972). Pela

corrente sanguinea, chegam ao figado tanto o glicerol como o propionato e la séo
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transformados em glicose através da gluconeogénese. Meneses (2013) relata que o maior
aporte de glicose decorrente do consumo de glicerol pode resultar em melhoria do aporte
energético dos animais ou em maior producdo de leite nos casos em que o potencial
produtivo é limitado pela quantidade de energia disponivel para o animal. Fato que ndo
foi verificado neste trabalho, pois para a producéo de leite ndo houve diferenca entre o0s
tratamentos (P>0.05).

Nota-se que os valores médios para nitrogénio ureico no leite (NUL) estdo elevados
para a categoria em lactacdo e divergem com as literaturas. TORRENT (2000) descreve
que os niveis devem estar entre 12 a 18 mg dL, para JOHNSON e YOUNG (2003);
MEYER et al. (2006) entre 10 a 15 mg dL*. Ja para FERGUSON et al. (1993); ARIAS e
ALONSO (1997); JONKER et al. (1998); BUTLER et al. (1996) os valores s&o elevados
quando maiores que 19 mg dL™ e estes autores relacionam altos niveis a reducio na
producdo de leite e a perdas nos indices reprodutivos. ALMEIDA (2012) cita que a média
geral da concentracédo deve estar entre 12 a 16 mg dL. O presente estudo mostra valores

acima das médias descritas pelos autores, ndo estando em acordo com a literatura.

Tabela 5 - Médias por periodos e médias gerais + desvio padrdo para composic¢do do leite,
contagem de células somaticas, nitrogénio ureico e producdo de leite de vacas
suplementadas com glicerina bruta a 10% da MS consumida e sem suplementagédo em
diferentes periodos experimentais.

Periodo Com glicerina bruta  Sem glicerina bruta Valorde P CV (%)
Gordura (%)
1 3.0 2.9
2 3.0 3.3
3 3.2 3.3
Média e Desvio Padréo 3.06+0.11 3.16+0.23 0.54 18.01
Proteina (%)
1 3.2 3.1
2 3.2 3.2
3 3.4 3.2
Média e Desvio Padréo 3.27+0.11 3.17+£0.05 0.52 8.52
Lactose (%)
1 4.48 4.62
2 4.70 4.49
3 4.49 4.65
Média e Desvio Padrao 456 +0.12 4.59 +0.08 0.83 4.15
Sélidos Totais (%)
1 11.70 11.63
11.90 12.12

12.12 12.23
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Média e Desvio Padréo 11.91+0.21 11.99+0.31 0.67 6.75
Contagem de Células Somaticas (céls mL™)
1 819 172
2 374 799
3 1149 561
Meédia e Desvio Padrédo 781+ 388 510+ 316 0.36 167.05
Nitrogénio Ureico no leite (NUL)
1 25 26
2 13 15
3 22 22
Média e Desvio Padrao 206 21+5 0.32 16.00
Producéo de leite (corrigida para 4% de gordura)
1 29 30
2 34 30
3 27 28
Média e Desvio Padrao 303 29+1 0.70 20.63

Letras iguais ndo diferem entre si a teste T <0.05

A composigdo dos lipideos no leite relacionam-se ao rendimento na produgéo de
lacteos e aos diferentes AG saturados e insaturados. Quanto aos acidos saturados, 0s
valores para butirico (C4:0), caproico (C6:0), palmitico (C16:0) e araquidico (C20:0) ndo
apresentam variacdo significativa (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 6). Ja os acidos
caprilico (C8:0), céprico (C10:0) e laurico (C12:0) diferem significativamente (P<0,05)
no grupo tratado, assim como o agrupamento de todos acidos saturados.

Em todos os periodos experimentais 0s niveis de acidos graxos saturados foram
maiores no grupo tratado. Pesquisas esperam que esses valores sejam menores, pois estes
sdo acidos graxos indesejaveis a saude, por seus efeitos deletérios a atividade cardiaca.
Sao precursores do colesterol sanguineo de baixa densidade (LDL), ou seja, causam
efeitos adversos a saide humana (PARODI, 1999).

Com excecdo do acido palmitico e araquidico, os demais sdo denominados de
cadeia curta. Esses acidos de cadeia curta sdo sintetizados na glandula mamaria. No
ramen, o glicerol (quando suplementado) é rapidamente fermentado, aumentando a
producdo total de acidos graxos de cadeia curta, alterando a relacdo acetato:propionato
(ABUGHAZALEH et al., 2010). Wang et al., (2009) descreve que suplementacdo com
glicerol eleva a proporcdo molar de propionato e butirato, reduzindo a proporcéo de
acetato. A efetividade da fibra em promover a ruminacdo € um aspecto que deve-se
considerar na fermentacdo ruminal, pois estimula a ruminacdo, causa aumento na
producdo de saliva e mantém o pH em niveis favordveis para a fermentacdo e produgéo

de &cido acético, principal precursor de gordura no leite.
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Segundo Baggio & Bragagnolo (2007), dentre os niveis de acidos graxos de cadeia
média avaliados é relevante a especial atencdo aos acidos graxos saturados, laurico
(C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0) que, sdo os acidos considerados mais
preocupantes e que elevam o colesterol ruim. Os indices de laurico neste trabalho
aumentaram quando os animais foram suplementados com glicerina bruta. Este valor é
indesejavel para Costa et al. (2008) e Griinardi et al., (1995), pois induzem o aumento de
colesterol no sangue, associando-se a doencas cardiovasculares. O &cido palmitico
(C16:0), que ndo apresentou variacao € citado como o de menor efeito ao LDL.

Por outro lado, o acido laurico vem sendo estudado com maior frequéncia por sua
caracteristica de reforcar o sistema imunoldgico pela ativacdo da liberacdo de uma
substancia chamada interleucina 2, fazendo com que a medula dssea fabrique mais células
de defesa. Além disso, tem poder anti-inflamatdrios pela inibicdo da sintese local de

prostaglandinas (PGE2) e interleucina 6 (substancias pré-inflamatorias).

Tabela 6 - Perfil de acidos graxos saturados (%) e agrupamento dos mesmos, no leite de
vacas holandesas suplementas com 10% de glicerina bruta com base na MS da dieta
total e sem inclusdo nos diferentes periodos experimentais.

Periodo Comglicerina Bruta ~ Sem glicerina Bruta ValordeP  CV (%)
Butirico C4:0
1 1.75 1.97
2 2.91 1.73
3 2.20 3.06
Média e Desvio Padréo 2.29+0.58 2.26 £0.70 0.930 26.63
Caprdico C6:0
1 1.38 1.32
2 2.50 1.31
3 1.86 1.87
Média e Desvio Padréo 1.91+0.56 1.50+£0.31 0.139 25.84
Caprilico C8:0
1 0.94 0.81
2 1.45 0.90
3 1.27 1.06
Média e Desvio Padréo 1.222+0.25 0.93°+0.12 0.013 19.20
Céprico C10:0
1 2.24 1.72
2 2.97 2.17
3 3.05 2.08
Média e Desvio Padréo 2.76 £ 0.44 1.99°+0.23 0.0004 16.06
Laurico C12:0
2.81 2.21

3.37 2.79
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3 3.74 2.62
Média e Desvio Padréo 3.312+0.47 2.54°+0.29 0.0001 11.92
Miristico C14:0
1 9.90 9.26
2 10.43 10.25
3 11.38 9.61
Média e Desvio Padréo 10.57 £0.75 9.71+£0.49 0.070 9.05
Palmitico C16:0
1 24.93 24.50
2 24.83 25.92
3 27.23 26.64
Média e Desvio Padréo 25.66 £ 1.35 25.69 £+ 1.08 0.9585 5.24
Estearico C18:0
1 13.44 14.52
2 13.07 14.23
3 11.08 12.06
Média e Desvio Padrédo 1253 +1.26 13.60 + 1.34 0.0881 8.83
Araquidico C20:0
1 0.13 0.14
2 0.13 0.14
3 0.12 0.13
Média e Desvio Padréo 0.12 £ 0.005 0.14 £ 0.06 0.3595 8.81
>AGS
1 60.16 58.71
2 64.14 61.66
3 64.90 61.34
Média e Desvio Padréo 63.092+2.54 60.59°+1.62 0.0582 -

Letras iguais ndo diferem entre si a teste T <0.05

Entretanto, é interessante aumentar a participacdo de acidos graxos de cadeia
longa, mono e poliinsaturados, na composi¢cdo da gordura do leite, em virtude de seus
possiveis beneficios a saide humana. Para os indices de AGMI (Tabela 7) observados no
trabalho, apenas o acido oleico, obteve variagdo (P<0.05) no grupo controle, com valores
acima que o suplementado, assim como o somatorio de todos os &cidos graxos
monoinsaturados. Ou seja, a inclusdo de glicerina bruta na dieta diminuiu os valores de
oleico, um acido graxo monoinsaturado que é considerado benéfico a satide. O somatorio
de todos os acidos monoinsaturados tambeém foi menor quando a glicerina bruta foi
ofertada aos animais. Apenas 16% da glicerina bruta utilizada era composta por AGMI
(sendo 13,38% desse total, oleico).

Demeyer & Doreau (1999), relatam que o aumento de acidos graxos de cadeia
longa (monoinsaturado ou poliinsaturado) na composicéo do leite (gordura) possibilitam
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a reducédo de doencas coronérias, em virtude do aumento do indice HDL (Lipoproteina
de alta densidade, conhecida como “bom colesterol”).

J& 0 &cido vacénico (C18:1n11t), mesmo sem diferenca estatistica, obteve valores
maiores quando a glicerina foi instituida na dieta. Para Paschoal et al., (2007) esse
aumento € benéfico, pois os tecidos podem sintetizar CLA (cis9, transl1l) a partir do
transvacénico pela acdo da enzima delta-9 dessaturase. Corl et al., (2000) refere-se a
delta-9 dessaturase como responsavel pela producdo de 65% do isdmero de CLA cis9,
trans11 na gordura do leite. Observa-se neste trabalho, que a inclusdo de glicerina bruta
na dieta de vacas leiteiras aumenta a concentracao de CLA, na média geral, se comparada

ao controle.

Tabela 7 - Perfil de acidos graxos monoinsaturados (%) e agrupamento dos mesmos, no
leite de vacas holandesas suplementas a 10% de glicerina bruta com base na MS da dieta
total e sem suplementacao nos diferentes periodos experimentais.

Periodo Com glicerina bruta  Sem glicerina bruta Valorde P CV (%)
Miristoleico (C14:1n5) |
1 0.92 0.90
2 0.79 0.85
3 0.78 0.71
Média e Desvio Padréo 0,83 £ 0,07 0,82 £ 0,09 0.4814 20.29
Palmitoleico (C16:1n7)
1 1.33 1.36
2 1.30 1.27
3 1.23 1.58
Média e Desvio Padrao 1.29+0.04 1.40+0.15 0.7130 14.27
Elaidico (C18:1n9t)
1 0.29 0.26
2 0.25 0.29
3 0.28 0.24
Média e Desvio Padréo 0.28 £ 0.02 0.26 £ 0.02 0.4780 12.80
Vacénico (C18:1n11t)
1 4.37 3.96
2 3.38 3.99
3 4.77 4.12
Média e Desvio Padrao 4.17+0.71 4.03+0.08 0.5818 11.41
Oleico (C18:1n9c)
1 26.56 29.07
2 24.63 26.31
3 22.07 26.06
Média e Desvio Padréo 24.42° + 2.25 27.152 + 1.67 0.0255 8.22
SAGMI

1 34.65 36.51
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2 31.28 33.71
3 30.04 33.63
Média e desvio padrao 31.99°+2.38 34.62%+1.64 0.0269

Letras iguais ndo diferem entre si a teste T <0.05

Estudos experimentais revelaram que o CLA (C18:2 cis-9, trans-11), € um potente
agente anticarcinogénico, contribuindo para a reavaliacdo dos produtos originados dos
ruminantes, ja que o leite e seus derivados sdo as mais ricas fontes naturais desse acido
graxo (ELGERSMA et al., 2006). Neste trabalho ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos para AGPI (Tabela 8).

Os 4cidos linoleico (C18:2n6c¢) e alfa linoleico (C18:3n3) aumentaram no grupo
tratado (com inclusdo de glicerina bruta). Os teores de CLA 1 obtiveram médias para 0s
grupos tratado e controle, respectivamente em 0.13 e 0.10; e C18:2t10c12 em 0.05 e 0.06.
O CLA encontrado na gordura do leite e na carne de ruminantes apresenta duas origens:
a biohidrogenacéo parcial do &cido linoleico no rimen e a sintese endogena no tecido
adiposo e na glandula mamaria (sendo esta a mais importante, responsavel por cerca de
80% do CLA presente no leite (MARTINEZ, 2009).

Na composicdo da glicerina bruta utilizada neste estudo, 35,93% era &cido
linoleico. Na pastagem de azevém foram identificados (média dos trés periodos), com
predominancia, &cidos palmitico (15,37%), linoleico (9,99%), alfa-linolénico (66,61%)
representando 91,97% do total. Na silagem de milho identificou-se com maior
representatividade os acidos palmitico (22,09%), estearico (5,64%), oleico (12,63%),
linoleico (33,28%) e alfa-linolénico (19,02%), contribuindo em mais de 92,66% do total.
Moate et al. (2007) explicam que animais alimentados em pastejo possuem maiores
concentracdes média de AG trans 18:1, incluindo os trans-10 18:1, bem como de
C18:2¢9t11 e C18:2t10c12, 20:0 (araquidico), e 20:5 (eicosapentaenoico).

Meneses (2013), explica que em funcdo dos &cidos graxos poliinsaturados
presentes na glicerina bruta, pode ter havido uma variagdo entre acetao:propionato, pela
fermentagdo do glicerol em maiores teores de propionato no rimen. Piperova et al.
(2000), descreve que os AGPI da glicerina bruta inibem a agdo de enzimas lipogénicas
(acetil-CoA e &cido graxo sintetase), pela menor proporcao de acetato no rumen, onde
essas enzimas sdo responsaveis pela sintese de novo na glandula mamaria. Beam et al.,
(2000) explica que teores de concentrado elevados na dieta podem interferir a
biohidrogenacdo ruminal e aumentar a passagem de &cidos graxos poliinsaturados pelo

ramen, aumentando a absorcao intestinal e a incorporagéo ao leite.
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Quanto a forragem, Elgersma et al. (2004) exple que existe uma variacdo nas
fontes de lipideos que sdo dadas pela espécie vegetal, estado de crescimento, temperatura
e a intensidade da luz. Existem cinco principais acidos graxos presentes na maioria das
pastagens, onde cerca de 95% consiste de C18:3n3, C18:2n6 e C16:0.

Tabela 8 - Perfil de &cidos graxos poliinsaturados (%) e agrupamento dos mesmos, no
leite de vacas holandesas suplementas a 10% de glicerina bruta com base na MS da dieta
total e sem suplementacdo nos diferentes periodos experimentais.

Periodo Com glicerina bruta Sem GlicerinaBruta ValordeP CV (%)
Linoleico (C18:2n6c)
1 2.22 1.88
2 2.06 2.12
3 2.07 2.14
Média e Desvio Padréo 2.12+0.08 2.05+0.14 0.4814 9.11
Alfa — linolénico (C18:3n3)
1 2.06 1.97
2 1.62 1.77
3 2.43 2.10
Média e Desvio Padréo 2.04 £ 0.40 1.95+0.16 0.4830 12.86
C18:2c9t11
1 0.08 0.09
2 0.04 0.05
3 0.09 0.10
Média e Desvio Padréo 0.13+£0.04 0.10+£0.04 0.6760 22.08
C18:2t10c12
1 0.05 0.05
2 0.03 0.05
3 0.06 0.08
Média e Desvio Padréo 0.05+0.01 0.06 +0.01 0.3340 25.57
Araquiddnico (C20:4n6)
1 0.02 0.03
2 0.01 0.02
3 0.01 0.01
Média e Desvio Padréo 0.01 £ 0.007 0.02 £0.01 0.2625 24.67
Timnodonico — EPA (C20:5n3)
1 0.10 0.08
2 0.02 0.04
3 0.04 0.01
Média e Desvio Padréo 0.05+0.03 0.05+0.03 0.1226 23.47
Y AGPI
1 5.18 4,78
2 4.30 4.62
3 5.25 5.03
Média e Desvio Padréo 4.91+0.24 4.81+0.20 0.5643 -

Letras iguais ndo diferem entre si a teste T <0.05
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Quanto aos indices de aterogenicidade, trombogenicidade, relacdes entre o acido
vacénico/C18, o total de trans/ C18, total de n3 e n6 e suas relacGes, observa-se na Tabela
9, que ndo diferem estatisticamente (P>0.05).

As medias gerais para 0s grupos tratado e controle sobre IA e IT, foram
respectivamente, 1.94 - 1.84 e 2.04 - 1.91. Estes indices indicam um estimulo a agregacao
plaquetarias, ou seja, quanto menores os valores de IA e IT maior € a quantidade de AG
anti-aterogénicos presentes em determinada gordura, tornando-a possivel agente
preventivo ao aparecimento de doencas coronarianas (TURAN et al., 2007). Souza Bentes
et al., (2009) considera que quanto menor o valor destes indices, mais beneficios este
perfil de &cidos graxos traz a saude humana.

As médias para a relacdo n6:n3 obtiveram indices de 1.24 e 1.22, respectivamente
no grupo tratado e controle. Para esta relacdo n6:n3 a Organizacdo Mundial de Saude,
sugere valores abaixo de cinco, variando 4:1 a 1:1 de acidos graxos n-6 para acidos graxos
n-3. O uso de glicerina bruta na dieta de bovinos leiteiros aumentou os indices da relacéo

n3:n6, continuando dentro do recomendavel para a alimentacdo humana.

Tabela 9 - Médias dos agrupamentos de dmega 6 e 6mega 3 e suas relagdes; médias e
desvio padrdo de indice de aterogenicidade e indice de trombogenicidade de acidos
graxos no leite de vacas holandesas suplementas a 10% de glicerina bruta com base na
MS da dieta total e sem suplementacdo nos diferentes periodos experimentais.

Periodo Com glicerina bruta Sem glicerina bruta Valor de P
VAC/C18
1 3.07 3.66
2 3.86 3.56
3 2.32 2.92
Média e Desvio Padrao 3.08+0.77 3.38+0.40 0.4248
Total trans / C18
1 0.39 0.33
2 0.30 0.33
3 0.50 0.41
Média e Desvio Padrao 0.40+0.09 0.36+0.04 0.366
1A
1 1.69 1.95
2 1.96 1.82
3 217 1.75
Média e Desvio Padrao 1.94+0.24 1.84+0.09 0.6510
IT
1 2.02 1.79
2 211 2.05
3 1.99 1.88
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Média e Desvio Padrao 2.04+0.06 1.91+0.12 0.110
né
1 2.80 2.48
2 2.49 2.64
3 2.56 2.65
Média e Desvio Padrao 2.62+0.16 2.56+0.09 0.862
n3
1 2.26 2.16
2 1.74 1.89
3 2.54 2.21
Média e Desvio Padrao 2.18+0.40 2.09+0.17 0.571
n6:n3
1 1.23 1.14
2 1.43 1.39
3 1.00 1.19
Média e Desvio Padrao 1.22+0.21 1.24+0.13 0.8362

Letras iguais ndo diferem entre si a teste T <0.05

Concluséao

A inclusdo de glicerina bruta na dieta de vacas leiteiras ndo afeta a producdo de

leite ou a qualidade do mesmo, sendo uma boa opcéao de suplementacao energética.

Para a composicdo de acidos graxos, o uso da glicerina bruta afetou
indesejavelmente o somatério de acidos saturados. Os teores de CLA e os indices de
O0mega 6 e 6mega 3, aumentam com a incluséo e suas relacfes estdo dentro dos padrdes

recomendados mundialmente para beneficios a saide humana.
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