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RESUMO

EIFERT, Eduardo da Costa, D.S., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de 2004.
Fontes de carboidratos, 6leo de soja e monensina sddica na dieta de vacas
lactantes: desempenho, digestibilidade, parametros ruminais e perfil de acidos
graxos do leite. Orientador: Rogério de Paula Lana. Conselheiros: Maria Ignez
Ledo e Pedro Braga Arcuri.

Cinco experimentos foram conduzidos para avaliar as possiveis interagdes entre
a adi¢do de monensina sdédica e 6leo de soja e as possiveis interagdes entre diferentes
fontes de carboidratos e 6leo de soja na dieta de vacas lactantes sobre o consumo,
parametros digestivos e ruminais, a producdo de leite e sua composi¢do, o perfil de
acidos graxos e o conteudo de 4cido linoléico conjugado (CLA) na gordura do leite. No
primeiro trabalho, foram utilizadas quatro vacas lactantes, multiparas, fistuladas no
rimen, distribuidas em um delineamento em um quadrado latino (4x4) para avaliar os
efeitos da combinagdo de 6leo de soja e monensina sobre o consumo, a digestibilidade
total e parcial dos nutrientes, os parametros ruminais e a sintese microbiana. Os
tratamentos consistiram de um tratamento controle (CT); com a adi¢do de monensina a
33 ppm (MN); dieta com 4% de 6leo de soja (OL) e a combinagdo de 6leo e monensina
(OM). A digestibilidade total de nutrientes ndo foi afetada pelos tratamentos, mas a
digestibilidade ruminal da FDN foi similar na presenca de 6leo e na presenca de
monensina, mas foi reduzida na combinag¢do dos dois. O pH, a eficiéncia de sintese
microbiana e o total de AGV do liquido ruminal foram similares entre os tratamentos.
Observou-se interacdo para a concentracdo de N-NHj3, sendo a concentragdo de N-NHj3
reduzida na presenca de 6leo. A propor¢do de acetato foi reduzida tanto na presenca de
6leo, como na presenca de monensina, mas em diferentes magnitudes, assim como na

combinacdo dos dois. O propionato aumentou com monensina € com 0leo, e butirato
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diminuiu com 6leo. A relacao acetato:propionato foi reduzida tanto na presenca de 6leo,
como na presenga de monensina. A sintese de proteina microbiana foi reduzida na
presenga de 6leo e ainda mais quando associado a monensina. Os mesmos tratamentos
foram utilizados em um segundo experimento para verificar seus efeitos sobre a
producdo e composicao do leite, sendo utilizadas 12 vacas lactantes, dispostas em trés
quadrados latinos (4x4). O consumo de matéria seca foi reduzido na presenga de 6leo
(19,3 vs 17,1 kg/dia) e de monensina (18,8 vs 17,6 kg/dia), embora nio tenha sido
verificada interacdo significativa, a combinacdo de dleo e monensina reduziram o
consumo em 20% em relagdo ao CT. O consumo de FDN ¢ a sintese microbiana nao
foram influenciados por o6leo ou por monensina, entretanto, o tratamento OM
apresentou reducdo numérica da ordem de 23% em relagdo a CT para a producdo de
nitrogénio microbiano. As Unicas interagdes observadas foram para o pH ruminal e
produgdo de leite. Na auséncia de 6leo, monensina nao alterou a producao de leite (25,8
kg/dia), diminuiu na presenga de 6leo (24,0 kg/dia), mas esta redugdo foi ainda maior na
combinag¢do 6leo e monensina (23,2 kg/dia). Tanto 6leo como monensina diminuiram os
teores de gordura (3,41 vs 2,86% e 3,35 vs 2,92%), sua producdo (0,876 vs 0,718 kg/dia
e 0,834 vs 0,718 kg/dia), e a produgdo de proteina (0,764 vs 0,707 kg/dia e 0,746 vs
0,723 kg/dia). Em fun¢do da alteracdo da composicao do leite, a concentragdo de
energia no leite foi menor na presenca de monensina ou na presenca de 6leo. A
monensina aumentou em 6,5% a eficiéncia alimentar ¢ a combinagdo de odleo e
monensina, em 8,5%. No terceiro trabalho, o leite de um dos quadrados latinos acima
citados foi analisado por cromatografia gasosa para avaliar o efeito dos tratamentos
sobre o perfil de 4cidos graxos e seu teor de CLA. Nao foi verificada interagdo entre
6leo de soja e monensina para a maioria dos 4cidos graxos (AG) avaliados. A
monensina ndo influenciou os AG de cadeia curta (AGCC), cadeia média (AGCM) ou
cadeia longa (AGCL), mas a presenga de 6leo reduziu os AGCC (10,5 vs 6,81 g/100 g)
e AGCM (52,6 vs 35,2 g/100 g) e aumentou os AGCL (34,03 vs 54,90 g/100 g). A
monensina aumentou os AG insaturados, monoinsaturados e poliinsaturados em 8,1, 4,2
e 32,7%, respectivamente. O o6leo apresentou maior impacto sobre estes AG,
aumentando-os 41%, em média. Todos os isomeros trans-Cis.; foram aumentados tanto
pelo 6leo como pela monensina (43,7 e 42,8%), exceto o trans-11 Cig.;, que ndo foi
influenciado pelos tratamentos. Observou-se interacdo para os AG trans-6-8 cig. €
trans-10 Cjg., onde as concentragdes destes AG foram aumentadas tanto pelo 6leo

como pela monensina, mas a combinagdo destes indicou efeito aditivo. O teor de



gordura do leite correlacionou-se negativamente com a concentragao de trans-10 Cys.
(r=-0,7239; P=0,0015). Embora com diferencas numéricas (0,54 vs 0,80 g/100 g), o
CLA cis-9 trans-11 Cis, ndo foi influenciado pelos tratamentos, e a atividade da N-
desaturase foi reduzida pelo 6leo. Um quarto trabalho foi realizado utilizando-se 12
vacas lactantes holandés cruzadas, em quatro quadrados latinos 3x3, avaliando-se os
efeitos sobre o consumo, produgdo de leite e composicdo do leite de dietas formuladas
com diferentes fontes de carboidratos no concentrado, associadas ou ndo a
suplementagdo com oOleo de soja. Os tratamentos consistiram de concentrados
formulados com milho como fonte energética (MI), ou sua total substituicao por farelo
de trigo (FT) ou polpa citrica (PC), estando associados ou ndo a inclusao de 6leo de soja
no concentrado (0 e 2,25%). O consumo de matéria seca (18,4 kg/dia) e a produgdo de
leite (23,5 kg/dia) ndo diferiram entre MI, FT ou PC, mas as dietas com FT
proporcionaram maior consumo de FDN e menor digestibilidade aparente total deste
nutriente. As dietas com FT também apresentaram menor digestibilidade da MO, FDN e
CHOT e menor teor de lactose. A sintese microbiana ndo foi influenciada pela fonte de
carboidrato ou pelo 6leo, sendo em média, de 239,4 g N/dia. Os animais das dietas
contendo 6leo apresentaram menor consumo de matéria seca (19,0 vs 17,8 kg/dia),
menor teor de lactose (4,49 vs 4,33%) e gordura no leite (3,34 vs 3,13%), mas ndo
diferiram na producdo de leite, no teor de proteina, digestibilidade dos nutrientes e
sintese microbiana. A presenga de 6leo proporcionou maior eficiéncia alimentar (1,23
vs 1,35) e aumentou a relacdo proteina:gordura do leite (0,94 vs 1,00). Os efeitos destes
tratamentos sobre o perfil de acidos graxos e seu teor de CLA foram avaliados em um
quinto trabalho. Nao foi verificada interagdo significativa (P>0,05) entre a presenca de
6leo e a fonte de carboidratos em qualquer varidvel avaliada, com exce¢do das
concentragdes de trans-10 Cig.; e a propor¢do de trans-10 Cig.; e trans-11 Cig.; nos
totais frans- Cig.; do leite. A fonte de carboidrato utilizada ndo influenciou o perfil de
acidos graxos do leite ou o teor de CLA. A inclusdo de 6leo de soja aumentou a
insaturagdo do leite em 35% e reduziu os AG saturados em 14%, principalmente sobre
os AGCC (9,66 vs 7,59 g/100 g) e os AGCM (51,80 vs 40,86 g/100 g). O odleo
aumentou os AGCL (32,17 vs 46,47 g/100 g), principalmente Cis.0 (13,63 vs 9,44 g/100
g), Cis:1 (20,28 vs 29,74 g/100 g) e Ci5:2(2,16 vs 2,92 g/100 g). A concentracdo de CLA
cis-9 trans-11 Cys.; foi aumentada em 230% (0,46 vs 1,06 g/100 g) na presenca de 6leo.
A concentragdo dos AG cis ¢ trans-Cig.;. também foi aumentada, e trans-11 Cig.1 foi o

principal isdmero trans, embora trans-10 Cg. tenha se elevado de 0,28 para 1,11 g/100
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g na presenga de oleo, sendo dependente da fonte de carboidrato. Os resultados indicam
que a combinagdo de 6leo e monensina atuam sobre a mesma populagcdo microbiana e a
sensibilidade a a¢do da monensina ¢ aumentada na presenca de 6leo. A redugdo no
consumo pela menor digestibilidade ruminal da FDN nio justifica, sozinha, a redugdo
no consumo nas dietas com 6leo, sugerindo que fatores metabolicos estejam associados.
A combinacdo de 6leo de soja e monensina agem de forma aditiva ao diminuir a
producdo de leite. O dleo de soja permite aumentar a insaturacdo do leite e reduzir os
acidos graxos saturados, assim como a monensina, porém em menor magnitude.
Enquanto o 6leo aumentou a concentracdo dos totais do CLA, o CLA cis-9 trans-11
Cis:2 ndo foi influenciado pelos tratamentos, sugerindo uma inibi¢ao da A’-desaturase.
Oleo e monensina alteram a populagdo microbiana, fazendo com que a rota da bio-
hidrogenacao forme mais trans-10 C;g.; e acumule trans-Cig.;.no rimen. MI, PC ou FT
podem ser utilizados como principal fonte de carboidratos no concentrado de vacas
lactantes, ndo influenciando a produgdo, a composicao e o perfil de acidos graxos do
leite. Quando Oleo estd presente, aumenta-se a insaturacdo e o conteido de CLA. A
utilizagdo de PC combinada com oleo de soja permite um ambiente ruminal mais

apropriado para a formagao de trans-10 Cig..

xil



ABSTRACT

EIFERT, Eduardo da Costa, D.S., Universidade Federal de Vigosa, February, 2004.
Carbohydrate sources, soybean oil and monensin in the diet of lactating dairy
cows: performance, digestibility, ruminal parameters and milk fatty acids
profile. Adviser: Rogério de Paula Lana. Committee members: Maria Ignez Ledo
and Pedro Braga Arcuri.

Five experiments were conducted to evaluate the possible interactions between
monensin and soybean oil and the possible interactions between carbohydrates sources
and soybean oil in diet of lactating dairy cows on intake, digestive and ruminal
parameters, milk production and composition, fatty acids profile and CLA in the milk
fat. In the first work, four rumen cannulated lactating dairy cows were used in a Latin
Square design (4x4), to evaluate the effects of soybean oil and monensin combination in
the diet on the intake, total and partial digestibility of nutrients, ruminal parameters and
microbial synthesis. The treatments consisted of a control treatment (CT); monensin
addition at 33 ppm (MN); soybean oil at 4% (OL) and oil and monensin combination
(OM). The total digestibility of nutrients was not affected by the treatments, but the
rumen digestibility of NDF was reduced in oil and monensin combination. Rumen pH,
efficiency of microbial synthesis and total VFA of rumen liquor were similar among
treatments. Interaction was observed for N-NHj3 concentration, being the concentration
of N-NH3; reduced in the oil and monensin treatments. Acetate proportion was reduced
in the oil, monensin, and oil plus monensin treatments, but in different magnitudes.

Propionate increased with monensin and with oil, and butirate decreased with oil.
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Acetate: propionate ratio was reduced so much in oil presence and in monensin
treatments. The synthesis of microbial protein was reduced in the oil and more strongly
when associated with monensin. The same treatments were used in a second work to
verify their effects on milk production and milk composition, being used 12 lactating
dairy cows, disposed in three Latin squares (4x4). Dry matter intake was reduced in the
oil (19.3 vs 17.1 kg/day) and monensin (18.8 vs 17.6 kg/day) diets. Although without
significant interaction, oil and monensin combination reduced dry matter intake (DMI)
in 20% compared with CT. NDF intake and the microbial synthesis were not influenced
by oil or by monensin, however, OM treatment presented numeric reduction of 23%
compared with CT for microbial nitrogen production. The only observed interactions
were verified with ruminal pH and milk production. Milk production was not affected
by monensina when oil was not present (25.8 kg/day). Milk production decreased in the
presence oil (24.0 kg/day), but this reduction was still larger in oil and monensin
combination (23.2 kg/day). Both oil and monensin reduced fat percentage (3.41 vs
2.86% and 3.35 vs 2.92%), fat production (0.876 vs 0.718 kg/day and 0.834 vs 0.718
kg/day), and protein production (0.764 vs 0.707 kg/day and 0.746 vs 0.723 kg/day.
Food efficiency was increased by monensin in 6.5% and in the oil plus and monensin, in
8.5%. In the third work, milk samples of one of the above mentioned Latin Squares was
analyzed by gas chromatography to evaluate the effect of treatments on the fatty acids
profile and CLA content. No interaction was observed between soybean oil and
monensin for most fatty acids (FA) evaluated. Monensin didn't influence short chain FA
(SCFA), medium chain (MCFA) or long chain (LCFA), but oil reduced SCFA (10.5 vs
6.81 g/100 g) and MCFA (52.6 vs 35.2 g/100 g) and increased LCFA (34.03 vs 54.90
2/100 g). Monensin increased unsaturated, monounsaturated and polyunsaturated FA in
8.1, 4.2 and 32.7%, respectively. The oil presented larger impact on these FA,
increasing them 41%, on average. All trans-C;s.; isomers were increased either by
soybean oil or monensin (43.7 and 42.8%), except trans-11 Cg. that was not influenced
by treatments. Interaction was observed for FA trans-6-8 C;s.; and trans-10 Cys.;, where
the concentrations of these FA were increased so much by soybean oil and by
monensin, but the combination of these indicated addictive effect. Milk fat was
negatively correlated with #rans-10 Cig.; concentration (1=-0.7239; P=0.0015). Away of
numeric differences (0.54 vs 0.80 g/100 g), the CLA cis-9 trans-11 Cig, was not
influenced by treatments, and A’-desaturase activity was reduced by oil. A fourth work

was accomplished being used 12 lactating dairy cows, in three Latin Squares (4x4),
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being evaluate the effects on intake, milk production and milk composition of diets
formulated with different carbohydrates sources in the concentrate, associated or not
whit supplementation with soybean oil. The treatments consisted of concentrate
formulated with corn as energy source (MI), or it total substitution for wheat bran (FT)
or citrus pulp (PC), being associated or not with soybean oil inclusion in the concentrate
(0 and 2.25%). Dry matter intake (18.4 kg/day) and milk production (23.5 kg/day) didn't
differ among MI, FT or PC, but the diets with FT provided larger NDF intake and
smaller total apparent digestibility of this nutrient. The diets with FT also presented
smaller digestibility of the organic matter, NDF and CHOT and reduced milk lactose
content. The microbial synthesis was not influenced by the source of carbohydrate or
soybean oil, being on average, 239.4 g N/day. The animals fed diets containing oil
presented smaller dry matter intake (19.0 vs 17.8 kg/day), smaller milk lactose (4.49 vs
4.33%) and milk fat content (3.34 vs 3.13%), but they didn't differ in milk production,
in protein content, in nutrient digestibility and microbial synthesis. Soybean oil
provided larger feed efficiency (1.23 vs 1.35) and increased protein: fat relation (0.94 vs
1,00). The effects of these treatments on fatty acids profile and CLA content were
appraised in a fifth work. Significant interaction was not verified among soybean oil
and carbohydrate source in any appraised variable, except for trans-10 Cis.
concentration. CLA content and fatty acids profile were not influenced by carbohydrate
source. Soybean oil increased milk unsaturation in 35% and it reduced saturated FA in
14%, mainly on SCFA (9.66 vs 7.59 g/100 g) and MCFA (51.80 vs 40.86 g/100 g).
Soybean oil increased LCFA (32.17 vs 46.47 g/100 g), mainly C;g (13.63 vs 9.44
g/100 g), Cig.1 (20.28 vs 29.74 g/100 g) and Cig (2.16 vs 2.92 g/100 g). CLA cis-9
trans-11 Cig., concentrations were increased in 230% (0.46 vs 1.06 g/100 g) in soybean
oil diet. FA cis and trans-Cig.; concentrations it were also increased, and frans-11 Cig
was the principal isomer trans, although trans-10 Cig.; has increase from 0.28 up to 1.11
g/100 g in the presence of oil, depending also on the carbohydrate source. These results
indicate that the oil and monensin combination act upon the same microbial population
and that the sensibility to the action of monensin is increased in the oil presence. The
reduction in the consumption due a decreased digestibility ruminal of NDF doesn't
justify, alone, the reduction in the consumption of the diets containing oil, suggesting
some metabolic factors maybe associated. The combination of soybean oil and
monensin act in a synergic way reducing milk production. The soybean oil caused

increased milk fat unsaturation and reduced saturated fatty acids, as well as monensin,
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however, whit effects had smaller magnitude. Notwithstanding that, soybean oil
increased the total CLA concentration, CLA cis-9 trans-11 C;g., was not influenced by
treatments, suggesting an inhibition of A’-desaturase. Soybean oil and monensin did
alter the microbial population, probably determining that doing with that the
biohydrogenation routes form more trans-10 C;g.; and more trans-Cig.; were
accumulated in the rumen. MI, PC or FT can be used as main carbohydrate sources in
concentrates for lactating dairy cows, not influencing milk production, milk
composition and the fatty acids profile of milk fat. When soybean oil is present in the
diet, it increases milk fat unsaturation and CLA content. PC combined with soybean oil

allows a rumen ambient more appropriate for the formation of trans-11 Cys.;.
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1. INTRODUCAO

Nao ¢ recente a intencdo de alterar a composicao do leite, principalmente em
relagdo a gordura. A perspectiva de manipular a gordura do leite pretende atender a
demanda de um mercado consumidor cada vez mais exigente em relacao ao consumo de
certas gorduras saturadas, devido aos seus efeitos deletérios sobre a satide humana.

Uma das caracteristicas do leite bovino é a grande propor¢ao de acidos graxos
(AG) saturados, com cadeias entre quatro e 16 carbonos, oriundos da sintese de novo.
Alguns destes sdo apontados como precursores do colesterol sangiiineo de baixa
densidade (LDL), responsavel por sua vez, por doengas cardiovasculares (Parodi, 1999).
Por outro lado, aumentar a participacao de acidos graxos poliinsaturados na composi¢ao
da gordura do leite torna-se interessante, pois € benéfico o relacionamento destes acidos
graxos ao reduzir a incidéncia de doencas coronarianas e aumentar o colesterol de alta
densidade, o HDL (Demeyer & Doreau, 1999).

Extensas revisdes sdo encontradas na literatura mostrando a dificuldade da
manipulagdo e o incremento de determinados AG no leite (Grummer, 1991; Palmquist
et al., 1993; Demeyer & Doreau, 1999; Chilliard et al., 2000). Para Demeyer & Doreau
(1999), a gordura do leite tem origem a partir dos lipidios sintetizados na glandula
mamaria (40 a 50%) e dos acidos graxos pré-formados absorvidos da corrente
sangiiinea. Destes, 10% tem origem na mobilizagdo dos lipidios corpdreos e o restante,
40 a 50%, ¢ de origem dietética (Grummer, 1991). H4 trés principais fatores que
modificam os AG da dieta em relagdo aos absorvidos no duodeno (Chilliard et al.,
2000): primeiro, a populagdo microbiana age sobre os AG insaturados no sentido de
saturagdo, em uma rota denominada de bio-hidrogenagdo ruminal; segundo, a

microbiota ruminal sintetiza acidos graxos em uma rota similar a sintese de novo; por



fim, a acdo da A’-desaturase nos enterdcitos e na glandula maméria, que inclui uma
ligacdo dupla cis-9 nos AG, por exemplo, transformando o 4cido estearico (Cjg.0) em
oléico (cis-9 Cys.1).

A fase da lactacdo, o balango energético, o nivel de alimentagdo, a propor¢ao de
concentrado, o pH do rimen, ¢ a utilizacdo de tampdes e iondforos sao fatores que
influenciam o perfil da gordura do leite (Palmquist et al., 1993). No entanto, a inclusao
de lipidios na dieta promove as maiores alteragdes na gordura do leite, sendo
dependente do nivel e do tipo de lipidio e da extensdo da bio-hidrogenagdo ruminal
(Grummer, 1991). Dietas contendo graos de oleaginosas, sabdes de calcio de acidos
graxos, tratamento quimico com formaldeido e proteina, entre outros, tém sido
utilizados como uma forma de suplementagdo com vistas a prote¢do dos lipidios a bio-
hidrogenacdo ruminal.

Os o6leos vegetais promovem uma grande quantidade de intermedidrios da bio-
hidrogenacdo ruminal, principalmente acidos graxos monoinsaturados (Chilliard et al.,
2000). Entretanto, pesquisas tém demonstrado que alguns acidos graxos intermedidrios
na bio-hidrogena¢do apresentam propriedades benéficas a saude humana, e que podem
melhorar a percepcdo do mercado consumidor a respeito das caracteristicas
nutracéuticas dos produtos lacteos.

Um destes € o acido linoléico conjugado (CLA), principal dieno intermediario da
bio-hidrogena¢ao ruminal. Esta denominacdo ¢ dada ao conjunto de isdmeros do acido
linoléico, sendo os principais identificados como CLA cis-9 trans-11 Cig.2 € CLA trans-
10 cis-12 Cign. Ao CLA cis-9 trans-11 Cg., atribuem-se efeitos anticarcinogénicos,
reducdo da arteriosclerose, controle de diabetes e modulacao do sistema imune (Parodi,

1997). Ao CLA trans-10 cis-12 Cig., os efeitos sdo de reducao da gordura no ganho de



peso e fortes efeitos sobre a particdo de nutrientes, principalmente sobre a redugdo na
sintese de gordura do leite (Bauman & Griinari, 2001).

Do ponto de vista da nutricdo animal, a chave para a manipulagdao do perfil da
gordura do leite esta relacionada aos eventos que modulam a bio-hidrogenagao ruminal
(Grummer, 1991). Neste sentido, Bauman et al. (2000) sugerem trés vias para o
incremento de CLA e o perfil da gordura do leite: a adigdo de substratos lipidicos, a
alteragdo do ambiente ruminal e a interacao destes fatores.

A adicdo de acido linoléico e linolénico na dieta tem permitido os maiores
incrementos de CLA no leite e ainda, apresentam um efeito de dose-resposta com
distribuicdo quadratica (Dhiman et al., 1999a,b, Dhiman et al., 2000). Sabe-se que altas
concentragdes de 4cido linoléico inibem o ultimo passo da bio-hidrogenacao,
permitindo o acimulo de trans-11 C;s.; no ramen (Nagaraja et al., 1997), que pode ser
reconfigurado na glandula mamaria em CLA cis-9 trans-11 através da enzima A’-
desaturase (Bauman & Griinari, 2001), como representado na Figura 1. A sintese
endogena de CLA a partir da agdo da A’-desaturase tem sido apontada como a principal
forma de secrecdo de CLA na maioria das dietas para vacas lactantes (Lawson et al.,
2001).

Entre os diversos fatores que influenciam no conteudo de CLA no leite, a relacao
concentrado:volumoso, adicdo de tampoes, alimentagdo restrita e o estdgio de
crescimento da pastagem foram relatados por Bauman et al. (2000). Por outro lado, a
influéncia de diferentes fontes de carboidratos e a utilizacdo de ionoforos tem sido
pouco estudadas. Solomon et al. (2000) observaram que concentrados formulados com
milho ou polpa citrica apresentaram pequenos efeitos sobre o conteudo de CLA, sendo
este maior quando houve adicdo de griaos de soja extrusados na dieta, servindo,

portanto, como fonte de lipidios a bio-hidrogenagdo. Entretanto, Jenkins et al. (2003)



sugerem que a taxa de digestdo da fonte de carboidrato pode favorecer uma determinada
populagdo microbiana e assim alterar a rota normal de bio-hidrogenagdo, permitindo o

acumulo de determinados acidos graxos.

ramen tecidos
Acido linoléico . Acido linoléico
cis-9 cis-12 cis-9 cis-12
CLA CLA
cis-9 trans-11 i cis-9 trans-11
i T A9-desaturase
trans-11 C ;| > trans-11 C,; |

l

Acido estedrico
Cizo

m—
A%-desaturase

Quadro 1 — Esquema da bio-hidrogenagao ruminal do acido linoléico e agdo da enzima
A’-desaturase nos enterdcitos e na glandula mamaria

A manipulagdo da fermentacao ruminal com a adi¢ao de iondforos potencialmente
pode ser utilizada visando aumentos nos teores de CLA na gordura do leite. No entanto,
somente trabalhos in vitro sdo relatados na literatura, sendo necessario, entdo, a
realizagdo de pesquisas com animais. Naqueles trabalhos, as taxas de hidrolise dos
acidos graxos foram reduzidas quando monensina esteve presente na dieta, sugerindo
que a velocidade e a extensdo da bio-hidrogenacao foi diminuida, o que possibilitaria o
acumulo de CLA e trans-11 Cys.; no conteudo ruminal (Van Nevel & Demeyer, 1995).

Fellner et al. (1997) observaram que a adicdo de acido linoléico em cultura
continua de liquido ruminal, aumentou o teor de CLA no total de acidos graxos com

concomitante acimulo de isdomeros trans-Cig.;. Os iondéforos monensina, nigericina e



tetronasina triplicaram o efeito sobre a concentracdo de CLA. No entanto, os isomeros
do CLA e os isdmeros trans-Cis.; nao foram detalhados.

Em recente trabalho, Jenkins et al. (2003) observaram que a monensina
adicionada a culturas de liquido ruminal in vitro proporcionou aumento do CLA cis-9
trans-11. No entanto, a monensina direcionou a rota de bio-hidrogena¢ao no sentido de
apresentar maior acimulo de CLA trans-10 cis-12 como intermediario principal. Estes
efeitos foram mais marcantes quando o substrato foi milho em relagdo a cevada. Além
disso, foi observado que o pH do meio incubado ndo interagiu com a monensina no
acumulo do CLA.

O CLA trans-10 cis-12 tem apresentado forte efeito sobre a particdo de energia
nos animais. Seu principal efeito € sobre a inibi¢cdo das enzimas acetil-CoA carboxilase
e acido graxo sintetase na glandula mamaria, o que reduz significativamente o teor de
gordura do leite (Piperova et al., 2000).

Os estudos com sais de calcio de CLA, ricos em trans-10 cis-12, tem demonstrado
que a reducdo da sintese de novo ¢ dose dependente. Assim, 3,5 g deste CLA
proporcionam reducao de 25% no teor de gordura do leite (Baumgard et al., 2001), ¢ a
medida que se eleva a dose, a sintese de gordura é reduzida até chegar a inibir também a
incorporacao dos acidos graxos de cadeia longa. Recentemente, Baumgard et al. (2002)
infundiram 13,5 g de CLA sintético no abomaso e verificaram que este CLA reduziu a
sintese de novo em 63% e o teor de gordura no leite foi reduzido em 42%.

A ocorréncia de CLA frans-10 cis-12 no rimen permite aumentar a participagao
de acidos graxos de cadeia longa e diminuir a propor¢ao de acidos graxos saturados
oriundos da sintese de novo, aumentando a qualidade nutritiva do leite. No entanto, ndo
se tem verificado aumentos de CLA cis-9 trans-11 com a utilizacdo de CLA sintético

(Loor & Herbein, 2003). Provavelmente, a maximizacao dos efeitos sobre a simultanea



reduc¢do dos acidos graxos da sintese de novo, incremento dos acidos graxos insaturados
de cadeia longa e aumento da participagdo de CLA cis-9 trans-11 no leite deve vir
associado a formacgao de CLA trans-10 cis-12 no ramen. Ao que parece, isto pode ser
atingido se o acido linoléico for exposto & bio-hidrogenagao ruminal e se houver um
controle sobre a atividade microbiana, no sentido de reduzir a saturagdo, € que permita a
formagao destes dois isomeros do CLA.

A literatura internacional ndo tem apresentado o efeito da monensina sobre o
perfil da gordura do leite e sobre a concentragdo de CLA. Também existem poucos
trabalhos envolvendo a combinacdo de oleos vegetais ¢ fontes de carboidratos. No
Brasil s3o raros os trabalhos que visam manipular a bio-hidrogena¢do ruminal com o
objetivo de selecionar determinados acidos graxos a serem depositados na gordura do
leite. O principal beneficio seria a obtengdo de um leite que apresente a composi¢ao da
gordura diferenciada e que apresente para o consumidor um produto com propriedades
nutracéuticas € menor propensao as doengas coronarianas e cardiovasculares.

O principal problema em relag@o a utilizacdo de gorduras insaturadas na dieta de
ruminantes € o efeito sobre a producao de leite e sobre o consumo. Muito embora a
concentragdo energética seja maior nos lipidios que em carboidratos e proteinas,
elevadas quantidades de lipidios podem reduzir o consumo e refletir em menores
quantidades de energia ingerida (NRC, 2001). Allen (2000) acredita que fatores
metabolicos estejam relacionados a redugdo no consumo, ja que a digestibilidade
ruminal da fragdo fibrosa é pouco afetada com o uso de lipidios (Bateman & Jenkins,
1998).

Tal qual os ionoforos, os suplementos lipidicos insaturados apresentam efeito
toxico sobre as bactérias gram-positivas do ramen (Nagaraja et al.,1997), alterando a

relacdo acetato:propionato, com maior producdo de propionato as custas de acetato,



redu¢do da produ¢ao de metano e diminuicdo da amonia ruminal (Jenkins, 1993,

Bateman & Jenkins, 1998).

A eficiéncia da sintese microbiana por vezes ¢ aumentada a medida que a inclusao

de lipidios na dieta entram em substitui¢do no concentrado, associado a isto, o forte

efeito defaunatorio, isto €, drastica reducdo na populacdo de protozoarios ruminais,

principalmente com o uso de 6leo de soja, permitindo, consequentemente, um maior

crescimento de bactérias, em virtude da menor predagdo (Nagaraja et al., 1997).

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivos:
Estudar o efeito da inclusdo de o6leo de soja e monensina sobre o consumo,
fermentagdo ruminal, sintese microbiana e a digestibilidade total e parcial dos
nutrientes.
Avaliar a producdo e composicao do leite de vacas alimentadas com a combinacao
de 6leo de soja e monensina.
Avaliar os efeitos de dietas contendo 6leo de soja ¢ monensina sobre o perfil de
acidos graxos e o contetdo de 4cido linoléico conjugado (CLA) no leite.
Estudar o consumo, a digestibilidade das dietas, a producdo e a composicao do leite
de vacas alimentadas com a associagao de diferentes fontes de carboidratos e 6leo
de soja.
Avaliar os efeitos da suplementacdo com 6leo de soja em dietas formuladas com
diferentes fontes de carboidratos no concentrado sobre o perfil de acidos graxos e o

conteudo de acido linoléico conjugado (CLA) no leite.

Os capitulos desta tese foram redigidos de acordo com as normas de publicagdo

da Revista Brasileira de Zootecnia.
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Efeito da Combinacéo de Oleo de Soja e de Monensina sobre o Consumo e
Digestéo em Vacas Lactantes

Resumo: O experimento teve o objetivo de avaliar os efeitos da combinagdo de o6leo de
soja e monensina sobre o consumo, a digestibilidade total e parcial dos nutrientes, os
parametros ruminais e a sintese microbiana. Foram utilizadas quatro vacas lactantes,
fistuladas no rumen, distribuidas em um quadrado latino (4x4), com 21 dias de periodo
experimental, sendo os trés ultimos de avaliacdo, dispostos em um arranjo fatorial
(2x2): presenca ou auséncia de 6leo de soja e presenca ou auséncia de monensina. Os
tratamentos foram os seguintes: auséncia de 6leo e monensina; presenga de monensina
(33 ppm), presenca de 6leo de soja (4% na MS), combina¢do de dleo e monensina. As
dietas continham 55% de silagem de milho e 45% de concentrado, ¢ o oleo foi
adicionado no concentrado. Foram registrados e amostrados a silagem, o concentrado
ofertado e as sobras. Para avaliacdo da digestibilidade total e parcial, foram coletadas
amostras de fezes e de digesta omasal, utilizando FDAi e Cr,0O3 como indicadores. A
presencga de 6leo reduziu o consumo alimentar, mas permitiu similar consumo de NDT.
A digestibilidade total de nutrientes ndo foi afetada pelos tratamentos. A digestibilidade
ruminal da FDN foi similar na presenga de 6leo e na presenca de monensina, mas foi
reduzida na combinacao dos dois. O pH, a eficiéncia de sintese microbiana e o total de
AGYV do liquido ruminal foram similares entre os tratamentos. Observou-se interacao
entre 6leo e monensina para a concentracdo de N-NH3, verificando-se menor valor para
as dietas com 6leo somente. A proporcao de acetato foi reduzida tanto na presenca de
6leo, como na presenca de monensina, mas em diferentes magnitudes, assim como na
combinagdo dos dois. O propionato aumentou com monensina ¢ com 6leo, e butirato
diminuiu com 6leo. A relacao acetato:propionato foi reduzida tanto na presenca de 6leo,
como na presenga de monensina. A sintese de proteina microbiana foi reduzida na
presenga de oleo e ainda mais quando associado a monensina. Os resultados indicam
que a combinagdo de 6leo e monensina atua sobre a mesma populagdo microbiana e a
sensibilidade a acdo da monensina ¢ aumentada na presenca de 6leo. A limitagdo no
consumo pelo efeito de enchimento ruminal, a partir da reducdo da digestibilidade da
FDN, ou a limitagdo do consumo pelo incremento energético, ndo justificam sozinhos a
reducdo no consumo de matéria seca nas dietas com O6leo, indicando que fatores
metabolicos podem estar envolvidos.

Palavras-chave: iondforos, lipidios, pardmetros ruminais, sintese microbiana
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Introducgéo

O consumo de energia ¢ a principal limitagdo na producdo de leite e ¢
determinado pela concentragdo energética da dieta e sua taxa de consumo. As
caracteristicas fisicas e quimicas dos ingredientes da dieta e suas interagcdes podem ter
um grande efeito sobre o consumo de alimentos por vacas lactantes, influenciando a
quantidade de nutrientes disponiveis para a absor¢ao e producdo (Allen, 2000).

Com o objetivo de atender aos requerimentos energéticos de vacas em lactacao,
lipidios tem sido recomendados para aumentar a densidade energética da dieta, evitando
os efeitos nocivos de altas quantidades de concentrados, ricos em amido, sobre o
ambiente ruminal (Doreau & Chilliard, 1997). No entanto, gorduras insaturadas, como o
6leo de soja, apresentam efeitos sobre a permeabilidade da membrana microbiana,
inibindo principalmente a atividade de bactérias gram-positivas, modificando a
fermenta¢do ruminal. Isto resulta em alteracdes das propor¢des dos acidos graxos
volateis (AGV) produzidos, com aumento de propionato e redugdes nas concentragdes
de acetato, metano e de amonia ruminal (Nagaraja et al., 1997).

A reducdo na digestibilidade da fracdo fibrosa dos alimentos tem sido observada
em algumas situagdes quando ha maior teor de gordura na dieta (Jenkins, 1993), o que
pode comprometer o valor energético desta em funcdo de um decréscimo na
digestibilidade total e ainda, limitar o consumo de matéria seca em funcdo da maior
retencdo da fragdo fibrosa no ramen (Allen, 2000), reduzindo o consumo total de
energia (Palmquist, 1994).

Ionéforos, como a monensina sodica, t€ém sido empregados para aumentar o
desempenho animal a partir da manipulacdo da fermentagdo ruminal. Assim, com modo

de agdo bastante similar ao do 6leo de soja no ramen, ha alteragdo das proporc¢des
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molares de propionato e acetato, ¢ um aumento da eficiéncia energética ruminal da
ordem de 5% em virtude da menor forma¢do de metano (Nagaraja et al., 1997).

O efeito da adi¢do simultinea de ionoforos e gorduras na alimentagdao de
ruminantes tem sido pouco estudado e parece ser dependente da fonte de gordura e do
ionoforo utilizado. Clary et al. (1993) observaram que a lasalocida associada com 4,0%
de sebo bovino reduziu o consumo de matéria seca, indicando haver efeito sinérgico
entre gordura e iondforo. A proporgdo entre os AGV também foi alterada, com redugdo
de acetato e elevacdo de propionato, no entanto, sem apresentar interagdo entre 0s
tratamentos. Zinn (1988) ndo observou intera¢do entre graxa amarela (residuo de
gordura de restaurantes) € monensina sobre o desempenho animal, mas os produtos
finais da fermentagdo ruminal foram alterados. Cant et al. (1997) observaram efeito
sinérgico entre monensina e 6leo de peixe ao reduzir o consumo por vacas lactantes.

Em experimentos in vitro, Lana & Russel (1996) observaram que a presenga de
6leo de milho na dieta aumentou a resisténcia a deplecdo do potassio intracelular das
bactérias ruminais, quando posteriormente foram expostas a acdo da monensina e
lasalocida. Isto indica que a populagdo selecionada pelo 6leo seria semelhante a aquela
selecionada pelos ion6foros, o que pode explicar os poucos efeitos associados entre 6leo
e ion6foros reportados na literatura. Neste sentido, Clary et al. (1993) acreditam que a
presenca de gordura aumentou em trés vezes a resisténcia das bactérias ruminais a
lasalocida. De outra forma, a distribuicdo irregular da gordura dietética no rimen
poderia influenciar a exposi¢do dos microrganismos sensiveis aos iondforos, afetando a
atividade deste aditivo.

No Brasil, o custo da suplementagdo com oleos vegetais tem limitado seu uso.
Entretanto, parte dos pesquisadores tem voltado sua atengdo no intuito de fornecer

lipidios visando alterar a composi¢do dos acidos graxos do leite (Cant et al., 1997),
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aumentando a insaturacdo da gordura e os niveis de acido linoléico conjugado (CLA),
mediante o uso de fontes insaturadas e sua exposi¢ao a bio-hidrogenagdo no rumen.
Como ambos tem apresentado efeitos sobre a populagdo microbiana e a atividade dos
microrganismos ruminais, podem-se esperar efeitos diferenciados sobre os parametros
ruminais e a digestibilidade de nutrientes, com conseqiiéncias no consumo de energia.
Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da adigdo na dieta
de monensina e 6leo de soja sobre o consumo, a digestibilidade dos nutrientes e os

padroes de fermentagdo ruminal em vacas lactantes.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Campo Experimental de Coronel Pacheco —
EMBRAPA Gado de Leite, no periodo entre agosto e novembro de 2002. As analises
laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

Foram utilizadas quatro vacas 7 Holand€s-Gir, multiparas, com 155 dias em
lactagdo, com peso vivo de 591 kg, e implantadas canulas ruminais. Os animais foram
dispostos em um quadrado latino (4x4), em um arranjo fatorial 2x2: presencga ou nio de
monensina sédica (33 ppm) e presenca ou ndo de 6leo de soja (4,0%). Os tratamentos
foram assim representados: a) dieta sem 6leo e sem monensina: 6leo (-) mon (-); b) sem
6leo, com monensina: 6leo (-) mon (+); ¢) com 6leo, sem monensina: 6leo (+) mon (-);
d) com 6leo, com monensina: 6leo (+) mon (+) .

As dietas foram formuladas para atender ou exceder as recomendagdes do NRC
(2001) para vacas produzindo acima de 25 kg de leite ao dia. A proporcao dos

ingredientes e a composi¢do quimico-bromatoldgica estdo apresentadas na Tabela 1. Em
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média, a alimentacdo foi composta por 54,8% de silagem de milho e 45,2% de
concentrado, e totalizaram 37,0% de FDN, 21,3% de FDA e 16,9% de PB. As dietas
sem Oleo continham 2,44% de EE e as dietas com 6leo, 6,19%. O 6leo de soja substituiu
parcialmente o nucleo protéico energético do concentrado e, juntamente com a

monensina sédica (Rumensin®, Elanco CO.), foram misturados ao concentrado.

Tabela 1 — Ingredientes e composi¢ao quimica das dietas experimentais

Ingredientes’ Dictas
Sem 06leo Com 6leo
------------------ Ingredientes, % -----------------
Silagem de milho 55,11 54,52
Concentrado 44,89 45,48
Nucleo energético protéico 43,23 39,71
Oleo de soja - 3,93
Uréia 0,53 0,86
Sulfato de amoénia 0,06 0,10
Sal comum 0,32 0,30
Calcario calcitico 0,14 0,11
Fosfato bicalcico 0,53 0,49
Suplemento mineral 0,08 0,07
———————————— Composi¢ao quimica, % ------------
Matéria organica 90,90 94,12
FDN 37,35 36,74
FDA 21,31 21,32
Proteina bruta 16,48 16,12
Extrato etéreo 2,44 6,19

" nos tratamentos com monensina sodica: adicionada a 33 ppm no concentrado

Os animais foram mantidos confinados e alimentados duas vezes ao dia (08:00 h e
15:30 h) em igual propor¢ado, sendo a alimentagao fornecida individualmente em cochos

com controle eletronico individual tipo “Calan Gate” (Calan Data Ranger®). As sobras
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foram retiradas e pesadas diariamente no periodo de coleta para formar uma amostra
composta e imediatamente congeladas para posterior analise. O nivel de oferta foi
ajustado para manter-se 10% de sobras. Os animais foram ordenhados as 05:00 e 15:00
horas diariamente.

O periodo experimental consistiu de 18 dias de adaptagdo a dieta e trés dias de
coletas. Para o ensaio de digestibilidade, foram utilizados 6xido cromico (Cr,Os3) e FDA
indigestivel (FDAi) como indicadores externo e interno, respectivamente. Dez dias
antes do inicio e durante o periodo de avaliagdo, dez gramas de 6xido cromico (Cr,03)
foram colocados via canula ruminal, sempre quatro horas apos a alimentagdo da manha.
Durante o periodo de avaliagdo, além da adicdo de 6xido cromico, amostras de fezes
foram coletadas na manha do dia 19, e no inicio e final da tarde dos dias 20 e 21. Estas
amostras foram homogeneizadas, formando uma amostra composta e congeladas.

Nos dois ultimos dias do periodo experimental foram coletadas amostras de
digesta omasal, de acordo com a metodologia descrita por Ledao (2002), em horarios
intercalados de trés em trés horas até perfazerem a avaliagdo de 24 horas do dia. As
coletas foram realizadas nos seguintes horarios: as 8:00 horas (antes da alimentacdo),
14:00; 20:00; 02:00; 05:00; 11;00; 17:00; e 23:00 horas. Estas amostras foram secas em
estufa de ar forgado (60°C), moidas em moinho “de bola”, homogeneizadas, e retirada
uma aliquota de cada tempo de coleta para formar uma amostra composta do dia.

Nas amostras de alimento oferecido, sobras, digesta omasal e fezes foram
determinados os teores de matéria seca (MS), matéria organica (MO), nitrogénio total
(Kjehldal), cinzas e extrato etéreo (EE) no aparelho Soxhlet, de acordo com as
metodologias descritas por Silva & Queiroz (2002). O teor de proteina bruta (PB) foi
obtido pela multiplicacdo do teor de nitrogénio total por 6,25. Os teores de fibra em

detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram obtidos pelos
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métodos descritos por Van Soest et al. (1991), utilizando-se a-amilase e sem a adigao de
sulfito de so6dio na determinagao do FDN. Em fung¢do da baixa recuperagao do residuo
do extrato etéreo das amostras de digesta omasal, utilizou-se a técnica modificada e
descrita por Sukhija & Palmquist (1988), onde se empregou uma mistura de 10 % de
acido acético glacial, 45% de éter etilico e 45% de éter de petrdleo como solventes no
aparelho Soxhlet. A quantificacdo de cromo nas fezes foi realizada de acordo com a
técnica de Williams et al. (1962), descrita por Silva & Queiroz (2002).

Para a determinacdo do FDAI, as amostras dos alimentos ofertados, sobras, fezes
e da digesta de omaso foram incubadas por um periodo de 144 horas no rimen de vacas
alimentadas com relagdo 60:40 de volumoso e concentrado, em sacos Ankom (Ankom®
filter bag n°57), segundo adaptacdo da técnica descrita por Cochran et al. (1986). O
residuo da incubacdo presente nos sacos Ankom foi submetido a extrag¢do com
detergente acido, lavado em agua destilada fervente e acetona, ¢ apds a secagem
definitiva, o material resultante foi considerado como FDAI.

Os carboidratos totais (CHO) foram obtidos a partir da equagdo sugerida por
Sniffen et al. (1992), onde CHO= 100 - (%PB + %EE + %Cinzas), ¢ os carboidratos
nao-fibrosos (CNF) foram obtidos pela diferenca entre CHO e FDN.

Para a determinagdo da concentracdo de amdnia (N-NHj3), pH ¢ AGV do liquido
ruminal, foram obtidas amostras, manualmente, em cinco pontos diferentes do rimen e
filtrado em pano de algoddo. As coletas de liquido de rimen foram simultaneas as
coletas de digesta omasal. Para a leitura imediata do pH do liquido ruminal, utilizou-se
um potencidmetro portatil. Nas amostras do liquido ruminal para a andlise de AGV
foram adicionados 1,0 mL de acido meta-fosférico a 25% para cada 5,0 mL de liquido
ruminal coletados ¢ 10,0 mL de liquido ruminal foram amostrados para a concentragao

de amonia. As amostras foram imediatamente congeladas ap6s a coleta. No laboratorio,
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aliquotas de 2,0 mL de todas as amostras de liquido ruminal foram transferidas para
tubos eppendorf e centrifugadas duas vezes por 15 minutos a 12.500 g. A concentracao
de amonia foi quantificada pelo método colorimétrico de Chaney & Marbach (1962). Os
AGV foram determinados em um cromatografo HPLC marca HP-1050, provido de um
integrador HP-1047A e coluna de silica fundida de 300 mm x 7,8 mm. O tempo de
corrida foi de 20 minutos.

A estimativa da sintese microbiana foi realizada a partir da quantificagdo dos
derivados de purina excretados na urina e leite, de acordo com a metodologia descrita
por Valadares et al. (1999) e Rennd (2003), considerando-se a absor¢do de purinas
(Pabs) a partir da formula sugerida por Verbic et al. (1990): Pabs= 0,85X + 0,385
PV®7”, onde X é excrecdo total dos derivados de purina. A amostra spot de urina foi
obtida por mic¢do espontanea, quatro horas apds a alimentacao dos animais, coletando-
se 10 mL de urina, e adicionados 40 mL de acido sulfurico 0,036 N. Da amostra spot foi
determinada a concentracdo de alantoina a partir dos métodos colorimétricos descritos
por Chen & Gomes (1992), e a concentracao de acido urico e de creatinina a partir de
“kits” comerciais (Labtest”). O volume urindrio foi determinado a partir da
concentragdo de creatinina na urina, considerando-se uma excre¢do diaria de 28,9
mg/kgPV/dia, observados por Valadares et al. (1999).

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

Yimw =pu+M;+ O;+ OM;; + Vi + P + pij,

onde Y € a varidvel dependente, p é a média das observacoes, M; € o j-ésimo
efeito da monensina, O; ¢é o j-ésimo efeito do 6leo, OM;; € o jj-ésimo efeito da interacdo,
Vi é o -ésimo efeito da vaca, P; € o 1-ésimo efeito do periodo e pjj, 0 erro experimental.
Os célculos foram realizados com o auxilio do programa SAS (1999). A analise

estatistica das varidveis pH e N-NHj foi realizada a partir dos estudos de regressao e
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comparacao de médias, incluido no modelo os efeitos da regressao, tempos de coleta e

da interagdo (tempo de coleta * tratamentos).

Resultados

A Tabela 2 apresenta os resultados médios dos consumos de MS e de FDN, em
quilogramas e em relagdo ao peso vivo, o consumo de NDT e da producdo de leite (PL).
Nao foi verificada interagdo entre 6leo ¢ monensina e efeito de monensina para estas
variaveis (P>0,05). A presenga de dleo de soja na dieta reduziu o CMS, CMSP e
CMSTM, em média, em 13,8%, o que concorda com as indicagdes do NRC (2001), em
que a adigdo de lipidios pode limitar o consumo por efeitos sobre a fermentagdo ruminal
ou efeitos de ordem metabolica.

Tabela 2 — Consumo de matéria seca por dia (CMS), por 100 kg de PV (CMSP) e por
unidade de tamanho metabodlico (CMSTM), teor ¢ consumo de NDT
(CNDT), consumo de FDN diario e por 100 kg de PV (CFDN e CFDNP) e a

produgdo de leite (PL) de vacas alimentadas com dietas contendo a
combinac¢do de 6leo de soja e monensina

Tratamentos Desvi Efeitos Oleo Oleo
ftens ) (+) mon(-) mon(+) ejwo
mon (- mon - adrao
Sleo () oleo (D) oleo(#) 6leo () P P>F DP Sem Com
CMS! 17,8 17,2 15,3 14,7 0,560 0,006 0,396 17,5° 15,1°

CMSP? 3,02 2,96 2,64 2,52 0,095 0,005 0,068 2,99° 2,58"°
CMSTM® 0,149 0,145 0,130 0,124 0,005 0,003 0,003  0,147° 0,127°

NDT’ 66,2 67,5 76,0 74,0 1,057  0,0002 0,075 66,7 75,3
CNDT! 11,76 11,56 11,83 10,94 0,327 ns - - -
CFDN' 6,55 6,49 5,54 5,19 0,192 0,001 0,135 6,52 537°
CFDNP’ 1,114 1,113 0,936 0,886 0,036 0,013 0,025 1,114° 0911°
PL' 22,4 22,5 20,3 19,2 0,596  0,0042 0,421 224° 19,8°

'em kg/dia; > em kg/100 kg PV; * em kg/PV*"; 3 NDT=(CNDT/CMS), em %
" Jetras diferentes na mesma linha diferem Tukey (P<0,05); ns — ndo significativo (P>0,05)

Ainda na Tabela 2, verifica-se que o consumo de NDT ndo foi influenciado

(P>0,05) pelos tratamentos, embora a combinacao de 6leo de soja e de monensina tenha
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propiciado um consumo de NDT 6,97% menor em relacdo a auséncia destes
ingredientes. A adi¢do de lipidios inibiu o CFDN e CFDNP em 18,7 ¢ 18,3%,
respectivamente. Da mesma forma, a producdo de leite foi reduzida em 11,6% pela
presenca de oleo.

A Tabela 3 apresenta as médias das digestibilidades aparentes totais e parciais da
MS, MO, PB, EE, FDN, CNF e CHO. Os diferentes indicadores utilizados nao
diferiram entre si para a estimativa da producao fecal, sendo de 4,77 e 4,75 kg/dia (DP =
0,172; P=0,9415) para Cr,03; e FDAI, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo
com os observados por Rennd (2003) e ftavo (2001), que recomendam o FDAi como
um adequado indicador para estimar o fluxo de matéria seca no abomaso e nas fezes.
Desta forma, os resultados observados para digestibilidade aparente total e ruminal,
expressos na Tabela 3, foram obtidos utilizando-se FDAi como indicador interno.

A digestibilidade aparente total ndo foi influenciada pelo 6leo de soja ou pela
monensina, também ndo foi observada interagdo significativa entre estes tratamentos
(P>0,05) para as digestibilidades aparentes da MS, MO, FDN, CNF e CHO. Observou-
se efeito de 6leo (P=0,0006) para a digestibilidade aparente total do EE, sendo maior na
presenga de 6leo de soja (86,18 vs. 77,06%; DP=1,06). Embora a técnica de estimativa
dos acidos graxos pela extragdo em éter seja imprecisa, pois hd a contaminagdo de
outras substancias soliveis em éter, como ceras ¢ pigmentos (Van Soest, 1994), a maior
digestibilidade verificada na presenca de 6leo pode ser atribuida ao efeito de dilui¢do
destas substancias e a maior digestibilidade dos acidos graxos pela acdo do acido oléico
ao solubilizar os sabdes de calcio da digesta, auxiliando os sais biliares na formagao da
micela (Palmquist, 1994).

A digestibilidade aparente ruminal da MS, MO, PB, EE ¢ CHO nao foi

influenciada pelos tratamentos. A digestibilidade ruminal dos CNF foi maior na
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presenga de o6leo de soja (86,96 vs. 72,63%; DP=2,03), indicando que este aumenta a
digestdo ruminal dos CNF no rimen e nas dietas que nao contém O6leo,
proporcionalmente ha maior digestdo intestinal deste nutriente, possivelmente em

fun¢ao do maior CMS.

Tabela 3 — Valores médios da digestibilidade aparente total e ruminal da matéria seca
(MS), matéria organica, proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), FDN,
carboidratos ndo fibrosos (CNF) e carboidratos totais (CHO) das dietas de
vacas alimentadas com a combinac¢do de 6leo e monensina

Tratamentos .

Variaveis Desvio
mon (-) mon (+) mon (-) mon (+) padrio
6leo (-) 6leo (-) oleo (1) o6leo (+)
Digestibilidade total, %
MS 69,87 71,75 72,34 70,02 1,26
MO 70,71 72,09 73,60 71,37 1,17
PB 74,26 76,35 76,83 75,90 0,78
EE’ 75,35 78,77 86,63 87,01 1,50
FDN 54,74 56,80 55,01 52,98 1,74
CNF 85,68 86,30 87,84 84,22 1,48
CHT 69,70 70,85 71,46 68,94 1,28
Digestibilidade ruminal, %' ---------------=—-—-
MS 41,00 44,56 43,66 41,43 1,61
MO 50,65 52,97 54,42 51,78 1,56
PB 30,82 31,79 31,86 32,01 2,24
EE 6,01 9,90 12,50 7,85 4,56
CNF* 70,93 74,34 81,59 80,32 2,92
CHT 50,48 53,05 53,48 51,68 1,14
'~ % em fungio do total ingerido 3 efeito 6leo (P=0,0006)
% _ interagdo mon*éleo (P=0,0335) 4. efeito dleo (P=0,0006)

Observou-se interagdo significativa (P=0,0335) entre 6leo de soja e monensina
sobre a digestibilidade da FDN no ramen (Tabela 4), embora a digestibilidade total da
FDN tenha sido similar entre os tratamentos, indicando haver compensacao no restante

do trato gastrintestinal na digestdio da FDN (Bateman & Jenkins, 1998). A
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digestibilidade ruminal da FDN ndo diferiu entre presenga ou auséncia de 6leo quando
ndo havia monensina na dieta. Quando na presenca de monensina, o 6leo de soja
reduziu a digestibilidade ruminal da FDN de 45,71 para 39,75%. Nas dietas sem 6leo, a
monensina aumentou (43,68 vs 45,71%) e, por outro lado, nas dietas com oOleo a
monensina reduziu a digestibilidade da fibra (45,08 vs 39,75%).

Tabela 4 — Valores médios observados para a intera¢do entre 6leo de soja e monensina
sobre a digestibilidade ruminal aparente da FDN

Sem Monensina Com Monensina
Sem Oleo 43,681 45,71A°
Com Oleo 45,084 39,755

ABletras diferentes na mesma coluna diferem, Tukey (P<0,05)
*b letras diferentes na mesma linha diferem, Tukey (P<0,05)

O pH ruminal ndo foi influenciado pela presenca de monensina ou 6leo na dieta,
sendo 6,35 em média (Tabela 5). O modelo matematico que melhor descreveu o pH
ruminal ao longo do dia foi: pH = 6,62 — 0,071T+0,003T>, onde T é o tempo apds a
alimentacdo da manha, expresso em horas. Assim, o pH minimo calculado foi de 6,2
para as 11,8 horas apos a alimentacdo (Figura 1).

Observou-se interacdo significativa entre 6leo e monensina sobre a concentracao
de N-NHj; no ramen (P=0,048), e a distribuigdo diaria das concentracdes em relagdao ao
tempo apos a alimentacdo da manha esta representada na Figura 2. Na Tabela 6 sdo
apresentadas as médias da concentragdo de nitrogénio amoniacal e a interagao entre os
tratamentos. O o6leo de soja reduziu a concentracdo de nitrogénio amoniacal tanto na
auséncia (12,30 vs 9,41 mg/dL) como na presenga de monensina na dieta (11,66 vs
10,79 mg/dL). Por outro lado, enquanto a monensina reduziu a concentragdo de
nitrogénio amoniacal nas dietas sem 6leo (12,30 vs 11,66 mg/dL), quando o 6leo esteve

presente, a concentracdo aumentou de 9,41 para 10,79 mg/dL.
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Figura 1 — Variag¢ao diaria do pH ruminal em funcdo do tempo (T, em horas) apos a
alimentag¢io da manhi (pH = 6,62 — 0,071 T+0,003T%, CV=2,45; 1* =0,4457)
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Figura 2 — Variagdo diaria das concentragdes ruminais de N-NH;3 em fun¢do do tempo

apos a alimentacdo da manha (T, em horas)
0 N-NH; = 10,2619 — 0,7888T+0,0397T%, CV=32,2; 1> =0,1632;
A N-NH; = 9,4487 — 0,7517T+0,0361 T%, CV=26,8; r* =0,2001;
¢ N-NH; = 7,8454 — 0,5651T+0,0275T2, CV=34,5; r* =0,1185;
e N-NH; = 7,1142 — 0,9896T+0,0426T>, CV=28,9; 1> =0,2835;

O total de AGV nao foi influenciado pelos tratamentos, sendo de 99,43 mM em
média (Tabela 5). Isoladamente, tanto 6leo como monensina aumentaram as proporgdes
molares de propionato e reduziram a relagdo acetato propionato (A:P). A propor¢ao de
butirato ndo foi influenciada pela monensina, mas foi reduzida na presenca de d6leo de

soja. A propor¢ao de acetato foi reduzida tanto pelo 6leo como pela monensina e efeito
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de interacdo entre os tratamentos foi verificado com P=0,1044 (Tabela 6), onde
isoladamente 6leo e monensina reduziram a proporc¢ao de acetato, mas a monensina na
presenca de 6leo ndo apresentou este efeito.

Tabela 6 — Médias observadas da interagdo entre 6leo de soja e monensina sobre a

concentracdo de N-NH; no ramen, propor¢ao de acetato no total de AGV e
sintese microbiana (Nmic)

Sem Monensina Com Monensina
N-NH3;, mg/dL
Sem Oleo 12,30 11,66™°
Com Oleo 9,415 10,79
Acetato, mMol %
Sem Oleo 71,748 67,94
Com Oleo 69,45 67,7°
Nmic, g/dia
Sem Oleo 231,9* 227,1%
Com Oleo 203,1% 178,6%°

ABletras diferentes na mesma coluna diferem, Tukey (P<0,05)
* Jetras diferentes na mesma linha diferem, Tukey (P<0,05)

A sintese de nitrogénio microbiano foi influenciada pela monensina (P=0,0302),
pelo 6leo (P=0,0005) e a interagdo entre estes tratamentos (P=0,1016), apresentados nas
Tabelas 5 e 6. Na interacdo, a presenca de 6leo inibiu a sintese microbiana tanto nas
dietas com (227,1 vs 178,6 g/dia) ou sem monensina (231,9 vs 203,1). Nas dietas sem
6leo, a sintese microbiana ndo foi influenciada pela monensina, mas nas dietas com
0leo, a sintese foi reduzida de 203,1 para 178,6 g/dia quando na presenca de monensina.

Embora os tratamentos tenham influenciado o crescimento e sintese de nitrogénio
microbiano, a eficiéncia de sintese microbiana (EfSM), expressa em gramas de
nitrogénio por unidade de matéria organica degradada no ramen (g N/’kg MODR) ndo

foi influenciada pelos tratamentos, observando-se em média de 24,89 g N/kg MODR.
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Tabela 5 — Efeitos de dietas contendo a combinac¢ao de monensina e 6leo de soja sobre o pH ruminal, a concentragao de nitrogénio amoniacal (N-

NHs) e de acidos graxos volateis (AGV) no liquido de ramen, propor¢ao molar de acetato (A), propionato (P) e butirato (B), e relagdo

acetato:propionato no total de AGV, sintese de nitrogénio microbiano (NMic) e eficiéncia de sintese microbiana (EfSM)

Hem Tratamentos - Efeitos (P>F) Monensina' Oleo'

g}gg 8 I;ll(:(l) ((+)) 2?3;1 ((:r)) 2}:2 EB Mon Oleo M*O Sem Com Sem Com
pH 6,34 6,35 6,38 6,35 ns ns ns - - - -
N-NH;, mg/dL 12,30 11,66 9,41 10,79 0,512 ns 0,0003 0,048 - - - -
AGV, mM 106,6 97,8 100,5 92,8 7,663 ns ns ns - - - -

Proporc¢ao molar de acidos graxos, mMol % - - -
Acetato (A) 71,7 67,9 69,4 67,7 0,573 0,0033 0,0670 0,104 - - - -
Propionato (P) 22,4 25,5 25,3 26,8 0,834 0,0337 0,0430 ns 23,84 26,1° 23,9° 26,0°
Butirato 5,90 6,60 5,32 5,46 0,318 ns 0,0356 ns - - 6,25 539°
Rel. A:P 3,21 2,70 2,79 2,56 0,103 0,0115 0,0338 ns 3,00% 2,637 2,96* 2,68"
Sintese microbiana

NMic, g/dia 231,9 227,1 203,1 178,6 4,534 0,0302 0,0005 0,102
Lo, g Nke 25,9 26,0 242 254 0,918 ns ns ns . . : .

% Jetras diferentes na mesma linha diferem Tukey (P<0,05); *® letras diferentes na mesma linha diferem Tukey (P<0,05); ' DPM — desvio padrio da média
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Discussao

O consumo de matéria seca nas diferentes formas de expressdo decresceu na
presenca de dleo de soja (Tabela 2), o que concorda com as afirmacdes de Allen (2000).
A literatura tem abordado as limitagdes do consumo sob o ponto de vista de diferentes
teorias e sao resultados de complexas relagdes entre a dieta, o animal e as condig¢des de
alimentacdo e clima (Mertens, 1994).

As teorias existentes baseiam-se no enchimento do reticulo-rimen (Mertens,
1994), fatores de regulagao metabolica (Illius e Jessop, 1996) e consumo de oxigénio
(Ketelaars & Tolkamp, 1996), entre outras. Isoladamente, uma unica teoria ndo explica
todas as variacdes possiveis sobre o consumo, assim, o NRC (2001) sugere que em
muitas situacdes ha um estimulo aditivo que regula o consumo voluntario.

O consumo de CFDNP (média de 1,11 kg FDN/100 kg PV, Tabela 2) nas dietas
que ndo continham 6leo aproximou-se do consumo méaximo de FDN de 1,2% do PV,
valores sugeridos por Mertens (1994) para que vacas lactantes apresentem consumo
otimo de MS.

A presenga de 6leo elevou a concentracdo de NDT das dietas (75,30 vs 66,7%) o
que fez com que, apesar da redugdo no consumo, a quantidade de NDT ingerida fosse
semelhante entre os tratamentos. Poderia ser sugerido que o consumo das dietas
contendo 6leo tivesse sido limitado pelo incremento energético do 6leo, associado ao
baixo CFDNP (0,911 kg FDN/100 kg PV), o que segundo Mertens (1994),
caracterizaria a regulacdo fisiologica. No entanto, a producao de leite com as dietas
contendo 6leo foi menor (22,4 vs 19,8 kg/dia), indicando um menor aporte de nutrientes
na glandula mamaria ou o direcionamento destes para outras fungdes metabodlicas. Neste

sentido, Illius & Jessop (1996) indicam que o imbalango de nutrientes pode limitar o
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consumo, sendo caracterizado como a assincronia de nutrientes a microbiota ruminal ou
nos tecidos, em relagcdo aos nutrientes absorvidos e metabolizados.

Os principais efeitos da adigdo de oOleo sobre a redugdo do consumo estdo
relacionados a alteracdo da fermentagdo ruminal (Palmquist, 1994). A reducdo da
digestibilidade da fibra no rimen implica em um maior enchimento ruminal,
aumentando o tempo de retengdo da FDN no ramen. Com exce¢do do EE, os
tratamentos ndo influenciaram a digestibilidade total dos nutrientes (Tabela 3).
Entretanto, as diferentes combinagdes de monensina e¢ 6leo de soja apresentaram
comportamento diferente sobre a digestibilidade ruminal da FDN.

Nas dietas sem o6leo, a monensina estimulou a digestio da fibra, e poucos
trabalhos na literatura t€m reportado este efeito (Shelling, 1984), podendo ser explicado
pela reducdo das contragdes ruminais na presenga de monensina, aumentando o tempo
de retengdo (Russel & Strobel, 1989), e a a¢do do iondforo sobre o controle de lactato
no rumen (Nagaraja et al., 1997). A simples presenca de Oleo ndo interferiu na
fermentagdo da fibra em relacdo a monensina, o que concorda com os resultados de
Bateman & Jenkins (1998), que avaliaram a inclusdo de até 8% de oleo de soja em
dietas contendo 50% de volumoso.

A maior reducgdo na digestibilidade ruminal da FDN observada na combinagdo de
6leo e monensina sugere um efeito direto sobre a populagdo celulolitica ou sua atividade
(Cant et al.,, 1997). Enquanto muitas das bactérias celuloliticas sdo sensiveis a
monensina (Shelling, 1984), a digestibilidade ruminal da FDN na presenca do ionoforo
ndo ¢ inibida, sendo proposto que uma populacdo celulolitica diferenciada, isto &,
selecionada pela capacidade de resisténcia ou tolerancia & monensina, consegue manter
a atividade celulolitica no rimen (Russel & Strobel, 1989). Cant et al. (1997) e Clary et

al. (1993) observaram que a presenga de gordura aumentou a tolerancia da populagdo
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microbiana ao ionoforo e este mesmo mecanismo foi também sugerido por Lana &
Russel (1996) ao observarem a deplecao do potassio intracelular em experimentos in
Vitro.

Nao foi verificado efeito de 6leo ou monensina sobre o pH ruminal (Figura 1), o
que concorda com as observacdes de Nagaraja et al. (1997). No entanto, o tempo em
que o pH apresentou-se baixo pode ter influenciado a digestibilidade da fibra. A partir
das equagdes de regressdo de cada tratamento, calculou-se o tempo em que o pH
permaneceu abaixo de 6,2, sendo de: 4,8; 5,1; 1,7 e 5,7 horas, respectivamente para as
dietas: 6leo e monensina ausentes, presenga de monensina, presenca de o6leo e
combinag¢do 6leo e monensina. De acordo com de Veth et al. (2001), a digestibilidade
da FDN ¢ reduzida quando o pH ruminal permanece quatro horas em valores abaixo de
6,0 e a sintese microbiana ¢ reduzida quando o pH permanece 12 horas abaixo deste
valor. Isto indica que ndo somente a média do pH ¢é importante, mas as flutuagdes
diarias deste influenciam a atividade microbiana.

O maior tempo verificado com pH menor que 6,2 na combinagdo de 6leo e
monensina pode indicar um maior efeito sobre a populagdo de protozoarios, ja que estes
regulam o pH ruminal a medida que engolfam granulos de amido, reduzindo a
quantidade de substrato para a fermentagdo (Nagaraja et al., 1997). A literatura reporta
efeito defaunatério quando gorduras insaturadas sdo adicionadas as dietas,
principalmente aquelas ricas em linoléico e linolénico (Doreau & Chilliard, 1997).

Doreau & Ferlay (1995) reportam que uma caracteristica principal da defaunacao
¢ a diminui¢do da concentragdo de N-NH; no rumen, devido a redugdo da atividade
proteolitica dos protozodrios. A interagdo observada para N-NHj; entre 6leo e monensina
(P=0,0048) indica o efeito defaunatdrio do 6leo, mas a maior concentracdo de N-NHj3

quando este foi associado a monensina (9,41 vs 10,79 g/dL) pode indicar o menor
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aproveitamento do nitrogénio amoniacal pelas bactérias celuloliticas (Tabela 6 e Figura
2) e a redugdo da sintese microbiana em relagdo a dieta com 6leo somente.

A eficiéncia de sintese microbiana (EfSM, Tabela 6) nao foi afetada pelos
tratamentos, entretanto, a sintese microbiana (Nmic) apresentou interacao entre Oleo e
monensina (P=0,104). A presenca de oleo reduziu a sintese microbiana, ¢ quando
associado a monensina, a sintese foi ainda mais reduzida, indicando um efeito sinérgico
negativo entre a gordura e o ionoforo. A diferenga na sintese microbiana na presenca de
6leo pode ser explicada pela substitui¢do de carboidratos fermentaveis no concentrado
para a inclusdo do 6leo (Nagaraja et al., 1997), além disso, deve ser considerado o efeito
direto do o6leo sobre a permeabilidade da membrana microbiana, que prejudica o
funcionamento da célula e, portanto, reduz a sintese protéica (Doreau & Ferlay, 1995).
Possivelmente, o efeito defaunatorio do 6leo permitiu valores de EfSM similares entre
os tratamentos, a medida que, havendo diminui¢do no numero de protozoarios
provavelmente ha aumento do numero de células bacterianas, devido a redugdo da
predacgdo de bactérias pelos protozoarios (Jenkins, 1993).

A concentragdo de AGV no liquido ruminal ndo foi afetada pelos tratamentos,
entretanto, a propor¢ao molar dos produtos finais de fermentagao foi alterada, indicando
alteracdo na populagdo microbiana (Tabela 5). A propor¢do molar de acetato foi
reduzida na presenca de monensina ou de 6leo, com maior magnitude de depressdo para
a monensina (Tabela 6). A associa¢do de 6leo e monensina diminuiu a concentragio de
acetato em relag@o ao 6leo, mas ndo difeririu da monensina, sugerindo que a populagdo
microbiana sensivel & monensina ndo ¢ a mesma daquela sensivel ao 6leo de soja, ou
também, que a microbiota ruminal apresente diferentes graus de sensibilidade em
relacdo ao ionéforo ou ao 6leo de soja. Resultados semelhantes foram observados por

Zinn (1988) utilizando graxa amarela e monensina.
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Isoladamente, 6leo € monensina aumentaram a propor¢ao molar de propionato e
diminuiram a relagdo acetato:propionato (Tabela 5). A propor¢ao molar de butirato foi
reduzida na presenca de 6leo, o que indica redugdo no numero ou na atividade de
protozodrios, sugerindo novamente efeito defaunatorio (Nagaraja et al., 1997). Os
valores observados para butirato estdo proximos aos de Ikwuegbu & Sutton (1982)
quando verificaram efeito linear para a inclusao de até 40 mL/dia de 6leo de linhaga na
dieta de ovinos.

Enquanto a propor¢ao molar de propionato aumentou as custas de acetato, quando
na presen¢a de monensina, o propionato aumentou tanto pela diminuicdo de acetato
como de butirato na presenca de 6leo de soja. Clary et al. (1993), citando Richardson et
al. (1976) relatam que a energia bruta disponivel ao animal aumentou em 5,6% quando
a relagdo entre acetato, propionato e butirato alterou de 60:30:10 para 52:40:8, embora
estas alteragdes nos produtos finais da fermentacdo nem sempre representem maior
desempenho animal. Neste sentido, a associagdo de 6leo e monensina, embora tenha
alterado a proporgao entre os AGV, reduziu a produgao de leite, sugerindo com isto, que
houve efeito sinérgico negativo, concordando com as afirmagdes de Illius & Jessop
(1996) a respeito do imbalango de nutrientes.

O consumo de matéria seca ¢ determinado pelo conjunto de informagdes e sinais
enviados aos centro da saciedade do cérebro (Allen, 2000). Este autor sugere que o
propionato apresenta efeito supressor sobre o consumo, a medida que estimula a sintese
e liberagdo de insulina no sangue, observando ainda que os hepatdcitos de ruminantes
apresentam alta atividade de propionil-CoA sintetase e baixa de acetil-CoA sintetase, o
que poderia explicar a falta de resposta no consumo quando acetato foi infundido no
sistema porta (Allen, 2000). No entanto, a modificacio dos produtos finais da

fermentagdo ruminal nas dietas com o6leo, com aumento da propor¢do molar de
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propionato, ndo ¢ suficiente para justificar a reducdo do consumo, pois a ingestao de
matéria seca nao foi reduzida na dieta com monensina somente. Associado a isto,
Bateman & Jenkins (1998) e Clary et al. (1993) ndo verificaram alteragao na taxa de
passagem de fluidos, taxa de turnover de fluidos ou na taxa de dilui¢dao, quando gordura
foi adicionada a dieta.

Palmquist (1994) sugeriu que a depressdo no consumo pode ser devido ao
imbalanco de nutrientes utilizados no metabolismo ao invés do efeito sobre a
digestibilidade da fibra ou ao atendimento das necessidades energéticas. Neste sentido,
Shauff et al. (1992) observaram redugao linear no consumo quando até 9,0% de gordura
foi suplementada na forma de sabdes de célcio, ndo interferindo sobre os padrdes de
fermentagdo ruminal ou sobre a digestibilidade da FDN. Para Palmquist (1994), nos
niveis intermedidrios de suplementagdo (3-6%), a reducdo no consumo seria explicada
pelo atendimento das exigéncias energéticas, enquanto nos niveis mais altos de
suplementagdo com sabdes de calcio (9%) seria conseqiiéncia do imbalango. poderia
também ser explorado que estes sabdes podem ter se dissociado no rumen, formando
intermediarios da bio-hidrogena¢ao ruminal.

A redugdo do consumo de dietas ricas em gordura tem sido atribuida a fatores
metabodlicos envolvidos, como o estimulo a secre¢do de colecistoquinina (CCK),
oxidagdo de acidos graxos no figado e a sintese intestinal da apolipoproteina A-IV,
relacionada como um sinalizador de saciedade em ratos. Embora alguns resultados
tenham sido obtidos com monogastricos, ¢ possivel que estes efeitos ocorram em
ruminantes (Palmquist, 1994).

Para Allen (2000), a prote¢do dos acidos graxos a bio-hidrogena¢ao ruminal pode
afetar o consumo através do maior acesso ao duodeno de 4cidos graxos insaturados, que

seriam absorvidos e metabolizados mais rapidamente no figado, estimulando a liberagao
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de CCK e de equivalentes redutores, que os acidos graxos saturados resultantes da bio-
hidrogena¢ao ruminal.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com as observagdes de
Allen (2000), pois utilizando tratamentos semelhantes e considerando que o perfil da
gordura do leite seja similar ao dos acidos graxos absorvidos no duodeno, Eifert (2004,
Capitulo 3) verificou aumentos nas propor¢des dos acidos graxos insaturados e dos
isomeros trans-C;s.; do leite quando na presenga de monensina e de dleo, sendo que o
consumo foi reduzido como neste trabalho. Este autor também observou aumentos nas
concentragdes de trans-10 Cg; e reducdo no teor de gordura proporcional as
concentragdes deste acido graxo. Trans-10 Cg.; estd envolvido com a redugdo do teor
de gordura e inibi¢do de enzimas chave na sintese de novo, e em altas concentragdes, a
produgdo de leite e o consumo ¢ reduzido (Bell & Kennelly, 2003). Assim, Allen (2000)
tem sugerido que acidos graxos insaturados de cadeia longa e os isomeros gerados na
bio-hidrogenag¢do ruminal podem influenciar o consumo, sugerindo a realizacdo de
experimentos com infusdo abomasal para observar os efeitos de isomeros puros Cjsg.; €

Ci3.0 sobre o consumo de matéria seca.

Conclusodes

A fermentacdo ruminal ¢ alterada quando monensina ou o6leo de soja sdo
adicionados nas dietas. A combinacdo destes dois aditivos aparentemente altera a
populagdo microbiana ou sua atividade de forma diferente que quando o6leo ou
monensina sdo utilizados em separado, mostrando efeitos inibitdrios sobre a

fermentacgdo da fibra.
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A limitag¢do no consumo pelo efeito de enchimento ruminal, a partir da redugao da
digestibilidade da FDN, ou a limitacdo do consumo pelo incremento energético, nao
justificam sozinhos a redug¢do no consumo de matéria seca nas dietas com oOleo,

indicando que fatores metabolicos podem estar envolvidos.

32



Literatura citada

ALLEN, M.S. Effects of diet on short-term regulation of feed intake by lactating dairy
cattle. Journal of Dairy Science, v. 83, p.1598-1624, 2000.

BATEMAN, H.G.; JENKINS, T.C. Influence of soybean oil in high fiber diets fed to
nonlactating cows on ruminal unsaturated fatty acids and nutrient digestibility.
Journal of Dairy Science, v. 81, p.2451-2458, 1998.

BELL, J.A.; KENNELLY, J.J. Short communication: postruminal infusion of conjugated
linoleic acids negatively impacts milk synthesis in Holstein cows. Journal of Dairy
Science, v. 86, p. 1321-1324, 2003.

CANT, J.P.; FREDEEN, A.H.; MacINTYRE, T. et al. Effect of fish oil on milk
composition in dairy cows. Canadian Journal of Animal Science, v. 77, p. 125-
131, 1997.

CHANEY, A.L.; MARBACH, E.P. Modified reagents for determination of urea and
ammonia. Clinical Chemistry, v.8, p. 130-2, 1962.

CHEN, X. B.; GOMES, M. J. Estimation of microbial protein supply to sheep and cattle
based on urinary excretion of purine derivatives - an overview of technical details.
(Occasional publication) INTERNATIONAL FEED RESEARCH UNIT.
Bucksburnd, Aberdeen:Rowett Research Institute. 21p., 1992.

CLARY, EMM.; BRANDT JR., R.T.; HARMONT, D.L. et al. Supplemental fat and
ionophores in finishing diets: feedlot performance and ruminal digesta kinetics in
steers. Journal of Animal Science, v.71, p.3115-3123, 1993.

COCHRAN, R.C.; ADAMS, D.C.; WALLACE, J.D. et al. Predicting digestibility of
different diets with internal markers: Evaluation of four potential markers. Journal
of Animal Science, v.63, p.1476-1483, 1986.

de VETH, M.J.; KOLVER, E.S. Diurnal variation in pH Reduces Digestion and Synthesis
of Microbial Protein when Pasture is Fermented in Continuous Culture. Journal of
Dairy Science, v. 84, p.2066-2207, 2001.

DOREAU, M.; CHILLIARD, Y. Digestion and metabolism of dietary fat in farm animals.
British Journal of Nutrition, v.78, Suppl. 1, p. S15-S35, 1997.

DOREAU, M.; FERLAY, A. Effect of dietary lipids on the ruminal metabolism in the
rumen: a review. Livestock Production Science, v. 43, p. 97-110, 1995.

EIFERT, E.C. Fontes de carboidratos, 6leo de soja e monensina para vacas lactantes:
desempenho, digestibilidade, parametros ruminais e perfil de acidos graxos do
leite. Vigosa, MG:UFV, 2004. 117 p. Tese (Doutorado em Zootecnia) —
Universidade Federal de Vigosa, 2004.

ITAVO, L.C.V. Consumo, digestibilidade e eficiéncia microbiana de novilhos
alimentados com dietas contendo varios niveis de concentrado, utilizando
diferentes indicadores e periodos de coleta. Vigosa, MG: Universidade Federal de
Vigosa, 2001. 100 p. Tese (Doutorado em Zootecnia) - Universidade Federal de
Vicosa, 2001.

ILLIUS, A.W.; JESSOP, N.S. Metabolic constrains on voluntary intake in ruminants.
Journal of Animal Science, v.74, p.3052-3062, 1996.

33



IKWUEGBU, O.A.; SUTTON, J.D. The effect of varying the amount of linseed oil
supplementation on rumen metabolism in sheep. British Journal of Nutrition, v.
48, p. 365-375, 1982.

JENKINS, T.C. Symposium: Advances in ruminant lipid metabolism - Lipid metabolism
in the rumen. Journal of Dairy Science, v.76, p. 3851-3863, 1993.

KETELAARS, J.J.HM.; TOLKAMP, B.J. Oxygen efficiency and the control of energy
flow in animals and humans. Journal of Animal Science, v. 74, 3036- 3051, 1996.

LANA, R.P., RUSSELL, J.B. Use of potassium depletion on growth to assess adaptation
of ruminal bacteria to ionophores. Applied Environmental Microbiology, v.56,
p.1588-1593, 1996.

LEAO, M.I. Metodologias de coletas de digestas omasal e abomasal em novilhos
submetidos a trés niveis de ingestdo: consumo, digestibilidade e producéo
microbiana. Belo Horizonte, MG:UFMG, 2002. 57 p. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Universidade Federal de Minas Gerais, 2002.

MERTENS, D.R. Regulation of forage intake. In: FAHEY JR., G.C., (Ed.) Forage
quality, evaluation and utilization. American Society of Agronomy. NATIONAL
CONFERENCE ON FORAGE QUALITY, EVALUATION AND UTILIZATION,
1994. p.450-493.

NAGARAJA, T.G.; NEWBOLD, C.J.; VAN NEVEL, C.J., et al. Manipulation of ruminal
fermentation. In: Hobson, P.N., Stewart, C.S. (Ed.). The rumen microbial
ecosystem. Blackie Academic & Professional, 2° edition, Great Britain. p.524-632,
1997.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL — NRC. Nutrient requirements of dairy cattle. 7
ed. Washington, DC: National Academy, 2001. 381p.

PALMQUIST, D.L. The role of dietary fats in efficiency of ruminants. Conference:
regulating lipids metabolism to increase productive efficiency. Journal of
Nutrition, v. 124, p.1377S-1382S, 1994.

RENNO, L.N. Consumo, digestibilidade total e parcial, produgdo microbiana,
parametros ruminais e excrecdes de uréia e creatinina em novilhos alimentados
com dietas contendo quatro niveis de uréia ou dois niveis de proteina. Vigosa,
MG:UFV, 2003. 252 p. Tese (Doutorado em Zootecnia) — Universidade Federal de
Vicosa, 2003.

RUSSELL, J.B.; STROBEL, H.J. Effect of ionophores on ruminal fermentation. Applied
Environmental Microbiology, v. 55, p. 1-6, 1989.

SAS / STAT. User’s guide, Version 6.12 Fourth Edition, vol. 1. SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA. February, 890 p., 1997.

SHAUFF, D.J.; CLARK, J.H. Effects of feeding diets containing calcium salts of long-
chain fatty acids to lactating dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 75, p. 2990-
3002, 1992.

SCHELLING, G.T. Monensin: mode of action in the rumen. Journal of Animal Science,
v. 58, p. 1518-1527, 1984.

SILVA, D.J, QUEIROZ, A.C. Analise de Alimentos (Métodos quimicos e bioldgicos).
Vigosa: UFV, Impr. Univ., 2002. 235p.

34



SNIFFEN, C.J.; O’CONNOR, J.D.; VAN SOEST, P.J. et al. A net carbohydrate and
protein system for evaluating cattle diets: II- Carbohydrate and protein availability.
Journal of Animal Science, v.70, p.3562-3577, 1992.

SUKHUJA, P.S.; PALMQUIST, D.L. Rapid method for determination of total fatty acid
content and composition of feedstuffs and feces. Journal of Agricultural Food
Chemistry, v. 36, p. 1202-1206, 1988.

VALADARES, R.F.D.; BRODERICK, G. A.; VALADARES FILHO, S.C. et al. Effect of
replacing alfafa silage with high moisture corn on ruminal protein synthesis
estimated from excretion of total purine derivates. Journal of Dairy Science,
v.82,p.2686-2696, 1999.

VAN SOEST, P.J.; ROBERTSON, J.B.; LEWIS, B.A. Methods for dietary fiber, and
nonstarch polysaccharides in relation to animal nutrition. Journal of Dairy Science,
v.74, p.3583-3597, 1991.

VAN SOEST, P.J. Nutritional Ecology of the Ruminant. Comstock Publ. Assoc. Ithaca,
1994. 476p.

VERBIC, J.; CHEN, X.B.; MACLEOD, N.A. et al. Excretion of purine derivatives by
ruminants: Effect of microbial nucleic acid infusion on purine derivative excretion
by steers. Journal of Agricultural Science, v.114, p.243-248, 1990.

ZINN, R.A. Comparative feeding value of supplemental fat in finishing diets for feedlot
steers supplemented with or without monensin. Journal of Animal Science, v.66,
p.213-227, 1988.

35



Efeito da Combinacéo de Oleo de Soja e de Monensina na Dieta sobre a Produgéo
e Composicao do Leite de Vacas Lactantes

Resumo: O trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da adicdo de monensina sodica
combinada com 6leo de soja na dieta de vacas lactantes sobre o consumo, producao e
composicao do leite. Foram utilizadas 12 vacas multiparas cruzadas (7/8 Holandés Gir),
com 45 dias em lactagdo e 557 kg de peso. Os animais foram dispostos em trés
quadrados latinos (4x4), em um arranjo fatorial do tipo 2x2 (presenca ou auséncia de
monensina e presenca ou auséncia de 6leo de soja). Os tratamentos consistiram de um
tratamento controle (CT); adicdo de monensina a 33 ppm (MN); dieta com 4% de 6leo
de soja (OL) e a combinacdo de 6leo e monensina (OM). Os animais foram confinados e
alimentados duas vezes ao dia, com 53,1% de silagem de milho e 46,9% de
concentrado. O consumo de matéria seca foi reduzido na presenca de 6leo (19,3 vs 17,1
kg/dia) e de monensina (18,8 vs 17,6 kg/dia), embora nao tenha sido verificada
interagdo significativa, a combinac¢do de 6leo e monensina reduziu o consumo em 20%
em relacdo ao CT. O consumo de FDN e a sintese microbiana ndo foram influenciados
por dleo ou por monensina, entretanto, o tratamento OM apresentou redu¢do numérica
da ordem de 23% para a produg¢do de nitrogénio microbiano. As Unicas interagcdes
observadas foram para o pH ruminal e producdo de leite. A producdo de leite ndo foi
alterada pela monensina (25,8 kg/dia), mas diminuiu na presenga de d6leo (24,0 kg/dia),
sendo que esta reducdo foi ainda maior na combinagao 6leo e monensina (23,2 kg/dia).
Tanto 6leo como monensina diminuiram os teores de gordura (3,41 vs 2,86% e 3,35 vs
2,92%) e sua producao (0,876 vs 0,718 kg/dia e 0,834 vs 0,718 kg/dia), e a producao de
proteina do leite (0,764 vs 0,707 kg/dia e 0,746 vs 0,723 kg/dia). Em funcdo da
alteracdo da composi¢ao do leite, a concentracao de energia no leite diferiu na presenca
de monensina ou na presenca de 6leo. A monensina aumentou em 6,5% a eficiéncia
alimentar e a combinac¢do de 6leo e monensina, em 8,5%. Tanto 6leo como monensina
alteram a composi¢do do leite e os maiores reflexos sdo observados quando estes dois
ingredientes estdo em conjunto na dieta, indicando que a monensina altera a populagdo
microbiana no sentido de formar frans-10 C;g.; como intermediario da bio-hidrogenacao
e assim, reduz o teor de gordura do leite. A combinagdao de monensina e 6leo de soja na
dieta promoveu maior redu¢do no consumo e na producdo de leite que em dietas
contendo estes ingredientes isoladamente.

Palavras-chave: ionoforos, lipidios, parametros ruminais, sintese microbiana
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Introducgéo

Um dos principais objetivos da pesquisa em nutri¢do animal ¢ criar informagdes a
respeito dos eventos dietéticos que permitam gerar produtos com rentabilidade
econdmica, que apresentem alta qualidade nutricional para a populagdo e que ndo
tenham efeitos negativos sobre a saude animal, reprodugdo e ao ambiente (Erasmus et
al., 1999).

Em relagdo as qualidades nutricionais, nos ultimos anos parte da pesquisa tem
direcionado sua atencdo no sentido de manipular o perfil da gordura do leite,
envolvendo a adicdo de lipidios na dieta e tentativas do controle da bio-hidrogenagao no
ramen (Chilliard et al., 2000). Fatores que alteram a fermenta¢ao ruminal e a populagao
microbiana no rimen sdao as chaves no controle da bio-hidrogenacdo ruminal.
Entretanto, a interagdo entre a composicao da dieta e a utilizagdo de aditivos pode
acarretar em sinais que afetam o consumo e a produgao de leite (Allen, 2000). Neste
sentido, os efeitos da combinagdo entre iondforos e lipidios insaturados no desempenho
de vacas lactantes tém sido pouco estudados.

A monensina sodica ¢ um aditivo alimentar que tem sido empregado com o
objetivo de alterar os padroes de fermentacao ruminal e aumentar a eficiéncia ou a taxa
de ganho de peso em bovinos (Lana & Russell, 1997). A monensina inibe as bactérias
gram-positivas, assim, a concentracdo ruminal de acetato, lactato e de amonia ¢
reduzida, enquanto a concentragdao de propionato ¢ aumentada. Associado a isto, ha
menor producdo de metano, menor desaminagdo de proteina e aumento da
digestibilidade, resultando em um incremento da eficiéncia energética (McGuffey et al.,
2001).

Embora a alteracdo dos padrdes de fermentacdo ruminal esteja bem definida

(Erasmus et al., 1999), as respostas envolvendo os aspectos produtivos de vacas
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lactantes tratadas com iondforos sdao inconsistentes (Phipps et al., 1999). Para
Ipharraguerre & Clark (2003), a falta de resposta em algumas situagdes ¢ devido a
interacao do ion6foro com fatores como a fase de lactagdo, estado corporal do animal e
diferentes situagodes dietéticas, além do tipo de ionoforo avaliado. Mesmo que os autores
ainda sugiram mais estudos com ionoforos, estes indicam que em dietas ricas em
volumoso pode-se esperar menor reducdo no consumo e maior incremento na produgao
de leite (9,4%) que nas dietas ricas em concentrado, onde o consumo nao ¢ alterado e a
produgdo de leite aumenta somente em 1,5%, embora as respostas na producdo sejam
dependentes da fase de lactacdo em que se inicia o tratamento (Van Der Werf et al.,
1999).

Oleos insaturados também inibem as bactérias gram-positivas e produzem
alteracdes no modelo de fermentagdo ruminal semelhante aos iondforos em varios
aspectos (Nagaraja et al., 1997). Para o NRC (2001), a resposta para a suplementagdo
com gordura em relagdo a producdo de leite é curvilinea, reduzindo a medida que mais
gordura ¢ adicionada a dieta, sendo ainda dependente do grau de insaturagdo da gordura
(Clary et al., 1993). Grummer (1994) sumarizou experimentos com diferentes fontes de
gorduras e concluiu que o incremento na producao de leite de vacas suplementadas com
6leos vegetais foi menor (0,1 kg/dia) que quando alimentadas com gordura animal (1,0
kg/dia). A modificacdo da fermentacdo ruminal estd relacionada com interferéncias na
digestibilidade ruminal da fibra e reducdo no consumo (Jenkins, 1993).
Consequentemente, apesar de aumentar a concentragdo energética da dieta com a
inclusdo de gorduras, o consumo total de energia pode ser reduzido (Clary et al., 1993).

Estudos envolvendo a combinagdo de iondforos e oleos vegetais para vacas
leiteiras sdo raros. Johnson et al. (1988) observaram que a inclusdo simultanea de

amendoim em grdo, como fonte de lipidios, e lasalocida na dieta reduziram o consumo
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em 21% em relacdo ao tratamento com gordura somente. Ambos, lasalocida e gordura
reduziram o consumo em 8,6%, sendo dificil para estes autores determinarem qual o
tratamento apresentou maior efeito sobre o consumo. Cant et al. (1997) observaram que
monensina e 6leo de peixe apresentaram interacdo sobre o consumo. Monensina e 6leo
de peixe reduziram a ingestdo alimentar e sua combinagdo reduziu ainda mais o
consumo, indicando haver efeito sinérgico negativo. Os autores ndo observaram
diferengas significativas na producgdo de leite, embora monensina e 6leo de peixe em
conjunto tenham apresentado valor numericamente menor. A redugdo no consumo € a
manuten¢do da produgdo indicam que esta combinagdo pode acarretar em maior
eficiéncia alimentar, embora Lana & Fox (2001) tenham verificado que a combinagao
de 6leo e monensina reduziram a eficiéncia alimentar em bovinos de corte.

Isoladamente, monensina (Ipharraguerre & Clark, 2003) e gorduras vegetais
(Chilliard et al., 2000) alteram a composi¢do do leite, principalmente teor de gordura e
de proteina. Enquanto a producdo de gordura e proteina ndo ¢ influenciada pela
monensina por um efeito de diluicdo em relagdo a produgdo de leite (Ipharraguerre &
Clark, 2003), oleos vegetais reduzem a produgdo de gordura por efeitos metabolicos
associados (Griinari et al., 1998).

Em funcdo da falta de trabalhos envolvendo o6leos vegetais combinados com
ionoforos, o presente trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos da associagdo de
monensina e 6leo de soja sobre o consumo, produgdo e composi¢do do leite de vacas

lactantes.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Campo Experimental de Coronel Pacheco —

EMBRAPA Gado de Leite, no periodo entre maio e junho de 2002. As andlises
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laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Nutrigdo Animal do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.

Foram utilizadas 12 vacas 7 Holandés-Gir, multiparas, com 45 dias em lactacao,
com peso médio de 557 kg, sendo quatro vacas fistuladas no rimen. Os animais foram
dispostos em trés quadrados latinos (4x4), em um arranjo fatorial 2x2: presenca ou nao
de monensina sdédica (33 ppm) e presenga ou ndo de 6leo de soja (4,0%). Os tratamentos
estdo assim denominados: a) dieta controle: sem 6leo e sem monensina (CT); b) sem
6leo, com monensina (MN); c¢) com 6leo, sem monensina (OL); d) com dleo, com
monensina (OM).

As dietas foram formuladas para atender ou exceder as recomendagdes do NRC
(2001) para vacas produzindo acima de 25 kg de leite ao dia. A propor¢ao dos
ingredientes e a composi¢do quimico-bromatoldgica estdo apresentadas na Tabela 1. Em
média, a alimentacdo foi composta por 53,1% de silagem de milho e 46,9% de
concentrado, e totalizaram 34,3% de FDN, 21,5% de FDA e 16,9% de PB. As dietas
sem Oleo continham 2,84% de EE e as dietas com 6leo, 6,14%. O 6leo de soja substituiu
parcialmente o nucleo protéico energético do concentrado e, juntamente com a
monensina sodica (Rumensin®, Elanco CO.), foram misturados ao concentrado.

Os animais foram mantidos confinados e alimentados duas vezes ao dia (08:00 h e
15:30 h) em igual proporcado, sendo a alimentagao fornecida individualmente em cochos
com controle eletronico individual, tipo “Calan Gate” (Calan Data Ranger®). As sobras
foram pesadas e retiradas diariamente no periodo de coleta para formar uma amostra
composta ¢ imediatamente congelada para posterior analise. O nivel de oferta foi
ajustado para manter-se 10% de sobras. Os animais foram ordenhados as 05:00 ¢ 15:00

horas diariamente.
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O periodo experimental consistiu de 14 dias de adaptacdo a dieta e sete dias de
coletas das amostras. No ultimo dia do periodo de avaliacao, foram realizadas coletas de
liquido ruminal, de trés em trés horas até completarem o total de 24 horas, para a leitura
do pH. Embora se tenham coletado amostras para a determinagdao de AGV e nitrogénio

amoniacal, estas foram descartadas por problemas de armazenagem.

Tabela 1 — Ingredientes e composi¢ao quimica das dietas experimentais

Ingredientes’ Dictas
Sem oleo Com 6leo
—————————————————— Ingredientes, % -----------------
Silagem de milho 53,54 52,73
Concentrado 46,46 4727
Nucleo energético protéico 44,74 41,27
Oleo de soja - 3,76
Uréia 0,54 0,90
Sulfato de amonia 0,05 0,10
Sal comum 0,65 0,76
Calcario calcitico 0,12 0,11
Fosfato bicalcico 0,30 0,30
Suplemento mineral 0,08 0,07
------------ Composicao quimica, % ------------
Proteina bruta 16,61 17,22
Extrato etéreo 2,84 6,14
FDN 34,64 33,96
FDA 21,73 21,27

" nos tratamentos com monensina sodica: adicionada a 33 ppm no concentrado

Nas amostras de silagem, concentrado e sobras foram determinados os teores de
matéria seca (MS), cinzas, nitrogénio total (Kjehldal) e extrato etéreo (EE), de acordo
com as metodologias descritas por Silva & Queiroz (2002). O teor de proteina bruta

(PB) foi obtido pela multiplicagdo do teor de nitrogénio total por 6,25. Os teores de
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fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram obtidos
pelos métodos descritos por Van Soest et al. (1991), utilizando-se a-amilase e sem a
adi¢ao de sulfito de sddio na determinacao do FDN.

A estimativa da sintese microbiana foi realizada a partir da quantificacdo dos
derivados de purina excretados na urina e leite, de acordo com a metodologia descrita
por Valadares et al. (1999) e Rennd (2003), considerando-se a absor¢do de purinas
(Pabs) a partir da formula sugerida por Verbic et al. (1990): Pabs= 0,85X + 0,385
PV®”, onde X é excregdo total dos derivados de purina. A amostra spot de urina foi
obtida por mic¢do espontinea quatro horas apo6s a alimentagdo dos animais, coletando-
se 10 mL de urina, e adicionados 40 mL de acido sulfurico 0,036 N. Da amostra spot foi
determinada a concentracdo de alantoina a partir dos métodos colorimétricos descritos
por Chen & Gomes (1992), e a concentragdo de acido urico e creatinina a partir de
“kits” comerciais (Labtest”). O volume urindrio foi determinado a partir da
concentragdo de creatinina na urina, considerando-se uma excre¢do diaria de 28,9
mg/kgPV/dia, observados por Valadares et al. (1999).

A producio leiteira foi medida diariamente e amostras do leite de dois dias de
ordenha consecutivos foram retiradas para a avaliagdo da composi¢do do leite. A
composi¢ao do leite foi obtida no Laboratorio de Qualidade do Leite da EMBRAPA
Gado de Leite através da analise por espectrometria na faixa do infravermelho em um
aparelho Bentley 2000. Para o calculo da producdo de leite corrigida para 3,5 % de
gordura (Plcorr) utilizou-se a formula citada por Leiva et al. (2000),
PLcorr=(12,82*Pgord)+(7,13*Pptn)+(0,323*PL), onde: PL = producao de leite, kg/dia;
Pgord = produgdo de gordura, kg/dia e Pptn = produgdo de proteina, kg/dia. A partir da

equacdo sugerida pelo AFRC (1993), calculou-se a concentracdo energética do leite,
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conforme a férmula: EL (Mcal/kg) = (0,0929*G) + (0,0547*PB) + (0,0395*Lact), onde
G, PB e Lac sao as percentagens de gordura, proteina e lactose do leite.

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

Yiim =p + M; + O; + OMy; + Vi + Pr+ On =+ pijkim,

onde Yjju € a variavel dependente, p ¢ a média das observagdes, M; € o ;-€simo
efeito da monensina, O; € o j-ésimo efeito do 6leo, OM;; € o jj-ésimo efeito da interacdo,
Vi € o x-ésimo efeito da vaca, P; € o |-ésimo efeito do periodo, Qp, € 0 -ésimo efeito do
quadrado e pjj, 0 erro experimental. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do
programa SAS (1999), utilizando o comando Prog GLM. Para a variavel pH, foi
realizada andlise de comparagdo de médias e regressdo, incluindo no modelo os efeitos
do horario de coleta. Nas tabelas, os valores médios observados estdo representados
como a variagdo percentual em relagdo ao tratamento CT. Para a discussdo dos

resultados, adotou-se como 5 % o nivel de significancia.

Resultados e discussao

Na Tabela 2 estdo expressos os resultados observados e os efeitos de 6leo e de
monensina sobre o consumo de matéria seca, o consumo de FDN e a estimativa de
sintese microbiana. Enquanto o consumo de FDN nao foi afetado pelos tratamentos, os
consumos didrios de matéria seca (CMS), em relagdo ao peso vivo (CMSP) ou em
relacdo ao tamanho metabdlico (CMSTM) foram reduzidos tanto na presenga de
monensina como na presenga de 6leo. A monensina tem reduzido o consumo em outros
trabalhos (Phipps et al.,, 2000; Lana & Fox, 2001). O menor consumo pode ser

explicado pela redugdo nas perdas da fermentacao ruminal, aumentos na disponibilidade

43



energética e maior tempo de retencdo da fracao sélida no rumen (Ipharraguerre & Clark,
2003).

A diminuicao no consumo em vacas lactantes pela inclusdo de 6leos vegetais tem
sido observada, mas sua causa ainda ndo estd bem estabelecida. Freqiientemente a
explicacao ¢ relacionada a interferéncia dos lipidios na fermentacao ruminal, inibindo a
atividade das bactérias celuloliticas (Nagaraja et al., 1997), consequentemente,
aumentando o efeito de enchimento ruminal e reduzindo o consumo (Jenkins, 1993).
Entretanto, Bateman & Jenkins (1998) indicam que a interferéncia sobre a fermentagao
ruminal ¢ minima em dietas com adequado nivel de FDN, ao fornecerem até 8 % de

6leo de soja para vacas.

Tabela 2 — Consumos diarios de matéria seca e de FDN diario e produgdo de compostos
nitrogenados microbianos (Nmic) de vacas alimentadas com dietas contendo
a combinacdo de 6leo de soja e monensina

. Tratamentos * Desvio Monensina Oleo
tens

CT MN OL OM padrao 0 33 ppm 0 4%
CMS, 198 =59 <119 200 0281 188" 17,6® 1927° 17,10°
kg/dia
CMSP, 3,57 6,6 -10,5  -19,0 0,045 340% 3,17°  346° 3,11°
% PV

EI\/’IS\T/%’% 0173 -61  -109  -193 0,002 0,164* 0,154" 0168"  0,150"
o/ PV"

CFDN, 6,10 2.1 0,5 50 0234 6,12 6,01 6,17 5,97
kg/dia
CFDNP, 1,11 0,0 0,0 4,7 0,046 1,11 1,09 1,11 1,09
% PV
Nmic, 2282 2.6 6,6 213 10,09 221,01 2054  2253%  201,1°
g N/dia

*CT= 6leo e monensina ausentes; MN= 33 ppm de monensina; OL =4 % de dleo de soja; OM =4 % de 6leo + 33 ppm monensina;
*variagdo percentual em relagéo ao tratamento CT

% Jetras diferentes na mesma linha diferem, Tukey (P<0,05)

ABletras diferentes na mesma linha diferem, Tukey (P<0,05)

Isoladamente, a dieta contendo monensina (MN) reduziu em 5,9% o consumo em
relagdo a dieta CT, o que concorda com os valores reportados nas revisdes de McGuffey
et al. (2001) e Ipharraguerre & Clark (2003). A dieta OL reduziu o consumo em 11,9%,

mas na combinagdo de 6leo e monensina houve efeito negativo ainda maior sobre o
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consumo, reduzindo-o em 20%. Os efeitos combinados de gordura e ion6foro na
redu¢do do consumo tém sido reportados por Johnson et al. (1988) e Cant et al. (1997).
Estes autores justificam que a gordura aumenta a sensibilidade das bactérias ruminais
aos iondforos, através de mecanismos de alteragdo da permeabilidade da membrana. No
entanto, Eifert (2004, primeiro capitulo) conclui que a alteracdo na fermentagdao ruminal
e a redugdo na digestibilidade ruminal da FDN nas dietas contendo OM ndo explicam
totalmente a queda no consumo, pois o consumo diario de NDT ndo diferiu entre os
tratamentos. Assim, possivelmente fatores relacionados ao metabolismo animal estejam
envolvidos. Allen (2000) considera sobre a possibilidade da participagdo de alguns
acidos graxos intermedidrios da bio-hidrogenagao ruminal.

Os efeitos observados dos tratamentos sobre o pH ruminal e na estimativa da
sintese microbiana indicam alteragdo no padrdo de fermentagdo ruminal. Enquanto a
monensina ndo afetou a sintese microbiana, o 6leo de soja reduziu a sintese de
nitrogénio microbiano em 12%. Tendo sido observando ainda uma tendéncia de
interacao entre os tratamentos (P=0,1304).

Freqiientemente, o fornecimento de Oleos vegetais acarreta em aumentos na
eficiéncia de sintese microbiana, ndo pelo aumento de energia fermentavel no rumen,
mas pela menor predacdo devido ao efeito defaunatdrio do 6leo (Dewhurst et al., 2000).
Ao observarem-se as médias na Tabela 2, OL em rela¢do a CT reduziu a sintese em
6,6%, enquanto no tratamento OM foi reduzida em 21,3%. Embora se desconhega o
modo como oOleos vegetais alteram a permeabilidade da membrana (Nagaraja et al.,
1997), a monensina tem levado a um aumento do custo de manutencdo das bactérias
ruminais pela alteragdo do fluxo de ions (Dewhurst et al., 2000), assim, ainda que efeito
defaunatorio seja provavel, as respostas possivelmente estejam relacionadas a efeitos

aditivos diretos sobre as bactérias do ramen.
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Na Tabela 3 estdao expressos os valores observados para a interacao (P<0,05) entre
0leo de soja e de monensina sobre o pH ruminal e na Figura 1 est4 a representagcdo da
variacdo do pH diario. A monensina permitiu pH mais elevado ao longo do dia quando
na auséncia de 6leo (6,36 vs 6,25). Embora nao seja caracteristica marcante nas dietas
suplementadas com lipidios, o pH foi maior na dieta na presenga de 6leo (6,32 vs 6,25),

enquanto que na presenca de monensina, o pH reduziu (6,36 vs 6,28).

Tabela 3 — Valores médios observados de pH ruminal para as dietas contendo 6leo de
soja € monensina

o d Monensina
Oleo de soja

] 0 ppm 33 ppm

0% 6,254 6,36
4% 6,325 6,28™
ABletras diferentes na mesma coluna diferem, Tukey (P<0,05)
* Jetras diferentes na mesma linha diferem, Tukey (P<0,05)
6,70 s
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Figura 1 — Variagao diaria do pH ruminal em fung¢do da alimenta¢do dos animais (t, em
horas)
CT —pH = 6,84-0,1124t+0,0047t>; r* = 0,4950; cv = 3,64; P = 0,0001;
MN — pH = 6,62-0,0673t+0,0029t>; r* = 0,4055; cv = 2,42; P = 0,0007;
OL — pH = 6,74-0,1092t+0,0046t*; r* = 0,4961; cv = 3,48; P = 0,0001;
OM — pH = 6,72-0,1187t+0,0051; 1* = 0,5372; cv = 3,47; P = 0,0001;

O maior pH verificado na dieta MN possivelmente seja devido ao controle das

concentragdes de lactato no ramen (McGuftey et al., 2001), e talvez a sua combinagao
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ao oleo tenha afetado negativamente a populacao de Selenomonas ruminantium e de
Megasphaera elsdenii, envolvidas na degradacao do lactato, mantendo baixo o pH. A
mesma variagdo diaria do pH nao foi observada por Eifert (2004, Capitulo 1) para os
mesmos tratamentos, possivelmente em fungao dos animais estarem em diferentes fases
de lactacao, afetando o consumo.

No que se refere a produgao de leite, observou-se interagao significativa (P<0,05)
entre 6leo e monensina (Tabela 4). A presenca de monensina ndo alterou a producao de
leite quando o 6leo esteve ausente na dieta, sendo em média de 25,8 kg/dia. O 6leo de
soja reduziu a produgdo em 6,7% e quando a monensina foi associada ao oleo, a

produgdo de leite diminuiu ainda mais, em 10,3%.

Tabela 4 — Valores médios observados para a intera¢do entre 6leo de soja e monensina
sobre a produgdo de leite (em kg/dia)

i Monensina

Oleo de soja 0 ppm 33 ppm
0% 25,6™ 25,9
4% 24,0 23,2%

ABletras diferentes na mesma coluna diferem, Tukey (P<0,05)
* Jetras diferentes na mesma linha diferem, Tukey (P<0,05)

A redugdo na producdo de leite concorda com outras pesquisas em que Oleos
vegetais foram adicionados na dieta (Eastridge et al., 1988; Chilliard, 1993) e refletem a
magnitude do consumo de matéria seca. O 6leo também reduziu a concentra¢do de
lactose (Tabela 6), principal constituinte e determinante do volume do leite, o que
reforca o efeito negativo do 6leo sobre a produgdo de leite. O aumento na produgdo de
leite do tratamento MN em relacdo ao CT foi de 1,2%, inferior aos reportados por Van
Der Werf et al. (1999) e Phipps et al. (2000). A marcante redu¢do na producdo de leite

do tratamento OM em relacdo ao CT (10,3%) sdo consistentes com as observacdes de
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Johnson et al. (1988) e de Cant et al. (1997) ao combinarem gordura e ion6foros na

dieta.

Tabela 5 —Produgdo de leite corrigida para gordura e proteina (PLcorr), concentragdo
(EL) e secrecao de energia liquida do leite (ELd), eficiéncia bruta alimentar
(EfPL) e eficiéncia alimentar corrigida (EfPLc) de vacas alimentadas com
dietas contendo a combinagao de 6leo de soja € monensina

Vari4vel Tratamentos * Desvio Monensina Oleo

CT MN OL oM padrdo 0 33 ppm 0 4%
Plcorr’ 25,8 -6,6 -157 =265 0,445 240"  223°  250° 21,3°
EL’ 0,697  -8,1 -103  -158 0,011 0,665* 0,623® 0671°  0,616°
ELd’ 17,8 7,2 -17,1 28,1 0319 165% 153°%  172° 14,6°
EfPL* 1,30 +6,5 +5,1 +8,5 0,024 1,33%  140% 134" 1,39°
EfPLc’ 1,31 1,30 1,26 125 0,018 1,28 1,27 1,30° 1,25°

*variagdo percentual em relagdo ao tratamento CT;

*CT= 6leo e monensina ausentes; MN= 33 ppm de monensina; OL =4 % de dleo de soja; OM = 4 % de 6leo + 33 ppm monensina;
'em kg/dia; > em Mcal/kg; * em Mcal/dia; * EfPL=PL/CMS; * EfPLc=PLcorr/CMS;

" Jetras diferentes na mesma linha diferem Tukey (P<0,05)

AB Jetras diferentes na mesma linha diferem Tukey (P<0,05)

O aumento na eficiéncia bruta alimentar (EfPL) ¢ uma das caracteristicas da
utilizagdo da monensina (McGuffey et al., 2001), confirmando o aumento de 6,5 % no
presente trabalho. Este efeito também foi verificado para as dietas contendo 6leo,
justificando-se ndo somente pela drastica redugdo no consumo, mas também pela maior
eficiéncia de utilizagdo da energia metabolizdvel dos acidos graxos pelo animal
(Chilliard, 1993). Entretanto, a eficiéncia alimentar tem sido questionada (McGuffey et
al., 2001).

A produgdo de leite corrigida (PLc), o contetido de energia do leite (EL) e a
excregdo didria de energia no leite (ELd) foram reduzidos tanto pela monensina como
pelo o6leo de soja. Entretanto, a eficiéncia calculada a partir da producdo de leite
corrigido (PLcorr), ajustando os valores para a mesma base calorica, somente
apresentou efeito para 6leo, sendo este efeito negativo. Isto indica que houve um desvio

da energia consumida, outrora para lactacdo, para outras atividades metabdlicas nas
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dietas com oleo. Para monensina, os efeitos sobre a produ¢do e o consumo

compensaram a menor densidade energética do leite, sugerindo um efeito de dilui¢ao

(Ipharraguerre & Clark, 2003).

Tabela 6 —Producao e teores de gordura (G) e de proteina (P), relacdo proteina:gordura
(RPG), teores de lactose (Lact) e de extrato seco (ES), e N-uréia do leite

(NUR) de vacas alimentadas com dietas contendo a combina¢do de dleo de
soja € monensina

Item Tratamentos Desvio Monensina Oleo

CT MN oL OM  padrdo 0 33 ppm 0 4%
G, % 3,68 -16,8 -21,5  -373 0,106 335% 292%  341° 2,86°
G,Kg/dia 0,937  -151  -282  -50,9 0,028 0,834* 0,718% 0,876*  0,676°
P, % 3,04 3.8 -1,3 0,7 0,041 3,02 2,97 2,99 3,01
P,Kg/dia 0,774  -2,7 7,9 -112 0,010 0,746* 0,723% 0,764*  0,707°
RPG 0,83  +11,7 +17.8 4272 0,035 092" 1,04°  0,89° 1,07°
Lact, % 479  +14 -0,8 -1, 0,031 477 480  4,82° 4,74°
ES, % 12,45 52 -8,0 -89 0,143 11,99 11,63 12,14  1148°
NUR ? 158  +48 40,6  +19 0,895 158 16,4 16,2 16,0

" variagio percentual em relagio ao tratamento CT

'CT= 6leo e monensina ausentes; MN= 33 ppm de monensina; OL = 4 % de 6leo de soja; OM = 4 % de 6leo + 33 ppm monensina;
2 em mg/dL

" Jetras diferentes na mesma linha diferem Tukey (P<0,05)

AB letras diferentes na mesma linha diferem, Tukey (P<0,05)

Os tratamentos alteraram de forma marcante a composi¢ao do leite (Tabela 6), e o
teor de gordura e sua produgdo foi o componente mais influenciado por 6leo. Enquanto
o teor de proteina foi similar para os tratamentos, a produc¢ao de proteina foi reduzida
tanto pelo 6leo e como monensina, porém, as reducdes foram de 3,2 e 8,1 %
respectivamente, para a monensina € o Oleo, discordando das observagdes de
Ipharraguerre & Clark (2003), onde a menor concentracdo de proteina do leite foi
compensada por uma maior producio de leite. A redug¢do na produgdo de proteina do
leite dos tratamentos contendo 6leo pode ter sido causada pela menor produgdo de leite
destes tratamentos.

A concentracdo de N-uréia do leite ndo foi influenciada pelos tratamentos. Em

funcdo da drastica redu¢do do conteudo de gordura do leite, a relagdo proteina gordura
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foi aumentada tanto pelo 6leo como pela monensina, sendo o tratamento OM que
apresentou o maior impacto (27,2%). O aumento desta relacdo tem sido fator importante
para a industria de laticinios e para regides em que se utilizam cotas de gordura do leite.
As dietas com 6leo produziram leite com menor conteudo de extrato seco, resultante da
menor concentracao de gordura.

Oleo e monensina reduziram o teor de gordura do leite e sua produgdo diaria.
Embora ndo tenha sido observada interacdo entre os tratamentos, as médias
apresentadas na Tabela 6 mostram que a monensina na presenca de 6leo teve maior
impacto sobre o teor de gordura (-37,3%). Isto estd de acordo com as observacdes de
Johnson et al. (1988) e de Cant et al. (1997), quando associaram gordura a ionéforos na
dieta de vacas lactantes. A literatura tem reportado diminui¢do no teor de gordura do
leite quando monensina ou lasalocida ¢ fornecida a vacas lactantes (McGuffey et al.,
2001; Ipharraguerre & Clark, 2003).

Recentemente, Jenkins et al. (2003) observaram em ensaios in vitro, que a
monensina, promove um marcante aumento das concentragdes de frans-10 Cjs.; como
principal intermediario da bio-hidrogenagdo ruminal, e o aparecimento deste acido
graxo ¢ potencializado quando o 6leo de soja ¢ associado & monensina. Griinari et al.
(1998) associaram este acido graxo e seus correlatos a reducdo da gordura do leite,
inibindo enzimas associadas com a sintese de novo, acetil CoA carboxilase e acido
graxo sintetase. Eifert (2004, Capitulo 3) observou que a combinacdo de dleo e
monensina interagiram no sentido de aumentar a concentragdo de trans 10 Cjg., em
nivel mais que elevado que quando estes ingredientes foram fornecidos em separado, o
que pode justificar, no presente trabalho, as diferentes magnitudes de redugdo de

gordura do leite nas dietas MN, OL ¢ OM.
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Bell & Kennelly (2003) infundiram altas quantidades de CLA trans-10 cis-12
Cis:2 € verificaram que o teor de gordura, proteina, lactose e a produgdo de leite foram
drasticamente afetados em relagdo a outras fontes de acidos graxos adicionados no
abomaso. Estes autores, frente aos resultados negativos sobre a composi¢ao e produgao
do leite, sugerem que altas doses de CLA sintético ou que a ocorréncia deste acido
graxo ou seus correlatos no leite, podem induzir sinais de finalizagdo da lactagdo no
ubere. Da mesma forma, talvez esta possa ser uma explicacdo para a redugdo na

produgdo de leite na dieta contendo 6leo e monensina.

Conclusodes

Tanto 6leo como monensina alteram a composi¢ao do leite e os maiores reflexos
sao observados quando estes dois ingredientes estdo em conjunto na dieta.

A combinag¢dao de monensina e 6leo de soja na dieta promovem maior redu¢do no
consumo ¢ na producao de leite que em dietas contendo estes ingredientes isoladamente,

resultando em maior eficiéncia alimentar.
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Perfil de Acidos Graxos e Contelido de CLA no Leite de Vacas Alimentadas

com Dietas Contendo a Combinag&o de Oleo de Soja e Monensina

Resumo: O trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da adi¢do de monensina
sodica combinada com 6leo de soja na dieta de vacas lactantes sobre o perfil de acidos
graxos e contetido de CLA do leite. Foram utilizadas quatro vacas multiparas cruzadas
(7/8 Holandés Gir), com 47 dias em lactagdo e 528 kg de peso. Os animais foram
dispostos em um quadrado latino 4x4, em um arranjo fatorial do tipo 2x2 (presenga ou
auséncia de monensina e presenca ou auséncia de 6leo de soja). Os tratamentos
consistiram de um tratamento sem monensina ou 6leo, chamado controle (CT); com a
adicdo de monensina a 33 ppm (MN); dieta com 4% de 6leo de soja (OL) e a
combinagdo de 6leo e monensina (OM). Os animais foram confinados e alimentados
duas vezes ao dia, com 53,1% de silagem de milho e 46,9% de concentrado. A anélise
cromatografica indicou que mais de 97% dos acidos graxos foram recuperados. Nao foi
verificada interacdo entre 6leo de soja e monensina para os principais acidos graxos
(AG) avaliados. A monensina nao influenciou os AG de cadeia curta, cadeia média ou
cadeia longa, mas a presenc¢a de dleo reduziu os AG de cadeia curta (10,5 vs 6,81 g/100
g) e média (52,6 vs 35,2 g/100 g) e aumentou os AG de cadeia longa (34,03 vs 54,90
g/100 g). A monensina aumentou os AG insaturados, monoinsaturados e poliinsaturados
em 8,1, 4,2 e 32,7 %, respectivamente. O 6leo apresentou maior impacto sobre estes
AG, aumentando-os 41% em média. Todos os isomeros trans-Cis.; foram aumentados
tanto pelo 6leo como pela monensina (43,7 e 42,8%), exceto o trans-11 Cis.;, que ndo
foi influenciado pelos tratamentos. Observou-se interacao para os AG trans-6-8 Cig.
trans-10 Cig.1, onde as concentragdes destes AG foram aumentadas tanto pelo oleo
como pela monensina, mas a combinagdo destes indicou efeito aditivo. O teor de
gordura do leite correlacionou-se negativamente com a concentracdo de trans-10 Cis.;
(r=-0,7239; P=0,0015). Embora com diferencas numéricas (0,54 vs 0,80 g/100 g), o
CLA cis-9 trans-11 Cis. ndo foi influenciado pelos tratamentos, e a atividade da A’-
desaturase foi reduzida pelo 6leo. Assim, sugere-se que os aumentos de trans-10 Cis;
inibem a sintese enddgena de CLA e de AG de cadeia média e curta. Os efeitos mais
drasticos sobre o perfil de AG do leite sdo observados quando a monensina e o 6leo sao
fornecidos em conjunto na dieta de vacas lactantes.

Palavras-chave: 4cidos graxos trans, bio-hidrogenacao, ion6foros, sintese de novo.
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Introducgéo

Intensas pesquisas t€ém sido realizadas nos ultimos anos envolvendo os acidos
graxos trans ¢ o acido linol¢ico conjugado (CLA) no leite. As razdes incluem o
conhecimento dos efeitos benéficos a satide humana, como a prevencdo do cancer,
inibi¢do da aterosclerose e modulagdo do sistema imune (Parodi, 1999). Também, as
controvérsias a respeito dos efeitos provocados pelos isdmeros trans do leite ou das
margarinas hidrogenadas sobre aumentos das concentragdes plasmaticas de LDL e
reducdo de HDL em humanos (Precht & Molketin, 1996; Bessa et al., 2000). Do ponto
de vista da nutricdo animal, t€ém-se sugerido que o CLA e alguns isomeros trans
desempenham papel importante na inibi¢do da atividade de enzimas envolvidas com a
sintese de novo e a redugao do teor de gordura do leite (Griinari et al., 1998).

Os ruminantes produzem CLA de duas maneiras. Primeiro, bactérias ruminais
produzem o CLA como o principal dieno na bio-hidrogenacdo do acido linoléico.
Segundo, o CLA trans-9 cis-11 C;s.; pode ser sintetizado por via endogena através da
acdo da enzima A’-desaturase sobre o trans-11 Cis. nos tecidos da glandula mamaria
(Bauman et al., 1999). Trans-11 Cis;; ¢ um intermediario comum da bio-hidrogenacao
dos acidos linoléico, a- e y-linolénico (Chilliard et al., 2000). Como a velocidade de
redugdo do CLA trans-9 cis-11 Cyg, ¢é alta, ha um acimulo de trans-11 Cis.q no raimen
(Harfoot & Hazlewood, 1997), sendo indicado em alguns estudos que a maioria do CLA
depositado no leite seja decorrente da agdo da A’-desaturase endogena sobre este 4cido
graxo absorvido (Corl et al., 2001).

Para Chilliard et al. (2000), os maiores aumentos nas concentragdes de CLA sdo
obtidos quando o 4cido linoléico ¢ fornecido na dieta. Eifert (2004, Capitulo 5) e

Dhiman et al. (2000) observaram um aumento de 230 e 237 % no contetido de CLA do
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leite quando 2,25 e 4,0% de 6leo de soja foram adicionados na dieta, respectivamente.
Embora sejam experimentos diferentes, a mesma resposta observada para niveis de 6leo
tao distintos indicam haver outros fatores que envolvem a bio-hidrogenacao ruminal e o
deposito de CLA no leite (Chilliard et al., 2000).

Aumentos nas concentracdes dos isomeros trans-Cig.; no duodeno podem
aumentar a quantidade de substrato para a A’-desaturase (Bessa et al., 2000). Bateman
& Jenkins (1998) observaram um aumento de trans-C;s.; no conteido ruminal quando a
dose de dleo de soja foi aumentada para até 8% da matéria seca, o que concorda com
Fellner et al. (1995), que verificaram aumento na concentragao de isomeros trans-Cis.,
reducdo na bio-hidrogenagdo e redugdo na formagdo de Cis quando aumentaram o
acido linoléico em meio de cultura.

Em experimentos in vitro, a monensina tem propiciado aumentos na concentragao
de isomeros trans-Cig.; € reducao nas taxas de hidrolise dos acidos graxos, assim como
a velocidade e a extensdo da bio-hidrogenagdo (Van Nevel & Demeyer, 1995). Fellner
et al. (1997) observaram que a adi¢ao de acido linoléico em cultura continua aumentou
o teor de CLA no total de acidos graxos com concomitante acimulo de isomeros trans-
Cig1 e os ion6foros monensina, nigericina e tetronasina triplicaram o efeito sobre a
concentragao de CLA.

Sao raros os trabalhos com ruminantes envolvendo simultaneamente monensina e
fontes de lipidios e os resultados tém sido controversos. Por exemplo, embora nao
tenham estimado diretamente o CLA, Cant et al. (1997) somente observaram aumentos
nos totais de Cig, (n-6) quando dleo de peixe esteve presente na dieta, ndo sendo
afetado pela monensina. Por outro lado, efeitos aditivos sobre o conteudo de CLA foram

verificados entre a associagdo de farinha de peixe e de monensina (Dhiman et al. ,1999).
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Recentemente, Jenkins et al. (2003) observaram em fermentadores de fluxo
continuo, que a interacdo 6leo de soja e monensina apresentou efeitos aditivos sobre
todos os isomeros trans-Cig.;, exceto trans-10 Cyg.1, que mostrou resposta maior que os
efeitos individuais dos tratamentos. Estes autores também observaram que a fonte de
carboidrato da dieta influencia na bio-hidrogenagao ruminal, verificando maiores efeitos
sobre as concentracdes de trans-10 C;g.1,quando a cevada foi a fonte de carboidrato em
relacdo ao milho.

Griinari et al. (1998) mostraram que uma incompleta bio-hidrogenacido foi
associada com alteragcdes no ambiente ruminal provocado por dietas com baixa fibra e
alto concentrado, verificando aumento proporcional na concentra¢dao de trans-10 Cis.1,
sendo este AG associado com a redugdo no teor de gordura do leite.

As publicagdes acima citadas sugerem uma tendéncia de que a associacdo de
monensina e 6leos vegetais reduzam o teor de gordura do leite devido a alteragdes da
populacdo microbiana provocada pelo ionoforo e por oOleo, além de possibilitar
aumentos no CLA. Assim, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o perfil de
acidos graxos, incluindo os isomeros trans-Cis.1, € o conteudo de CLA no leite de vacas

alimentadas com a combinacdo de monensina e de 6leo de soja na dieta.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Campo Experimental de Coronel Pacheco —
EMBRAPA Gado de Leite, no periodo entre maio e junho de 2002. As analises
laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. As andlises cromatograficas € o processo
de transesterificagdo dos acidos graxos do leite foram realizados no Laboratério de

Nutrigao e Crescimento Animal da ESALQ-USP.
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Foram utilizadas quatro vacas 7 Holandés-Gir, multiparas, com 47 dias em
lactagdo, com peso vivo médio de 528 kg. Os animais foram dispostos em trés
quadrados latinos 4x4, em um arranjo fatorial 2x2: presenga ou ndo de monensina
sodica (33 ppm) e presenga ou ndo de 6leo de soja (4,0%). Os tratamentos foram assim
denominados: a) dieta controle: sem 6leo e sem monensina (CT); b) sem 6leo, com
monensina (MN); ¢) com 6leo, sem monensina (OL); d) com 6leo, com monensina

(OM) .

Tabela 1 — Ingredientes e composi¢do quimica das dietas experimentais (em % da MS)

Tens ! Dietas
Sem oleo Com 6leo
—————————————————— Ingredientes, % -----------------
Volumoso 53,54 52,73
Concentrado 46,46 4727
Nucleo energético protéico 44,74 41,27
Oleo de soja - 3,76
Uréia 0,54 0,90
Sulfato de amonia 0,05 0,10
Sal comum 0,65 0,76
Calcario calcitico 0,12 0,11
Fosfato bicalcico 0,30 0,30
Suplemento mineral 0,08 0,07
------------ Composicao quimica, % ------------
FDN 34,64 33,96
FDA 21,73 21,27
Proteina bruta 16,61 17,22
Extrato etéreo 2,84 6,14

" nos tratamentos com monensina sodica: adicionada a 33 ppm no concentrado

As dietas foram formuladas para atender as recomendagdes do NRC (2001) para

vacas produzindo acima de 25 kg de leite ao dia. A propor¢do dos ingredientes e a
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composi¢ao quimico-bromatoldgica estdo apresentadas na Tabela 1. Em média, a
alimentagdo foi composta por 53,1% de silagem de milho e 46,9% de concentrado, e
totalizaram 34,3% de FDN, 21,5% de FDA e 16,9% de PB. As dietas sem oleo
continham 2,84% de EE e as dietas com o0leo, 6,14%. O ¢6leo de soja substituiu
parcialmente o nucleo protéico energético do concentrado e, juntamente com a
monensina sodica (Rumensin®, Elanco CO.), foram misturados ao concentrado. A

composi¢ao dos acidos graxos das dietas estd presente na Tabela 2.

Tabela 2 —Composicao dos acidos graxos das dietas experimentais, em g/100 g

Acidos Silagem de Concentrado Dietas
graxos milho ' Sem 6leo Com 6leo Sem 6leo Com 0leo
Ciao 4,56 0,01 0,02 2,45 2,41
Ciso 0,45 0,06 0,10 0,27 0,28
Ciso 15,63 15,26 11,92 15,46 13,88
Cie 0,6 0,10 0,01 0,37 0,32
Ciso 2,83 2,34 2,96 2,60 2,89
Cig1 17,81 23,50 22,83 20,45 20,18
Cis 49,75 43,11 50,96 46,47 50,32
Cigs 2,06 2,18 4,39 2,12 3,16
outros 11,32 13,51 6,93 12,34 9,24

"adaptado de Bremmer at al. (1998)

O periodo experimental consistiu de 14 dias de adaptagdo a dieta e sete dias de
coletas das amostras. Os animais foram mantidos confinados e alimentados duas vezes
ao dia (08:00 h e 15:30 h) em igual proporcdo, sendo a alimentacdo fornecida
individualmente em cochos com controle eletronico individual, tipo “Calan Gate”
(Calan Data Ranger®). As sobras foram pesadas e retiradas diariamente no periodo de
coleta para formar uma amostra composta e imediatamente congelada para posterior
analise. O nivel de oferta foi ajustado para manter-se 10% de sobras. Os animais foram

ordenhados as 05:00 e 15:00 horas diariamente.
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A producao de leite foi medida diariamente durante o periodo de coletas e
amostras do leite de dois dias de ordenha consecutivos foram retiradas para a avaliagao
da composicao do leite. A composicao do leite foi obtida no Laboratério de Qualidade
do Leite da EMBRAPA Gado de Leite através da analise por espectrometria do
infravermelho em um aparelho Bentley 2000.

Uma aliquota de 2% da producao de leite foi retirada e congelada para a posterior
analise do perfil de 4cidos graxos do leite. A extracdo da gordura foi baseada no método
descrito por Nourooz-Zadeh & Appelqvist (1988). Para tal, 17 mL de leite (em
duplicata) foram transferidos para um funil de separagdo, com acréscimo de 30 ml de
isopropanol. Apds agitacdo, foram acrescentados 22,5 ml de hexano, agitado por mais
trés minutos. A mistura foi centrifugada a 2520 g por 5 minutos na temperatura de 5°C.
A camada superior foi transferida para outro funil de separacdo. A camada inferior foi
extraida mais duas vezes com 22,5 ml de hexano, e esses extratos foram adicionados ao
primeiro. A agua foi retirada dos extratos com a adicdo de 15 ml de Na,SO4 0,47 M. A
camada de hexano foi coletada em frasco, e evaporada a 50°C no evaporador rotativo
sob fluxo de nitrogénio continuo. O residuo foi dissolvido em 50 ml de cloroférmio e
seco com Na,SQOy anidro.

A transesterificacdo dos acidos graxos foi realizada conforme descrito por Christie
(1982). O perfil de &cidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa utilizando
uma coluna capilar de 100 m de silica fundida (SP-2560) e detector de ionizagdo de
chama (FID). A corrida teve uma duragao de 70 minutos, utilizando-se nitrogénio como
gas de arraste a um fluxo de 40 ml/minuto. Uma manteiga padrio (CRM 164;
Commission of the European Communities, Community Bureau of Reference, Brussels,
Belgium) foi utilizada para determinar os fatores de recuperagdo para os acidos graxos,

cujas concentracdes foram expressas em g/100g de acidos graxos totais.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia segundo o modelo:

Yimw =pu+M;+ O+ OMy; + Vi + P; + pju, onde Yija € a variavel dependente, p
¢ a média das observagdes, M; € o ;-ésimo efeito da monensina, O; € o ;-ésimo efeito do
6leo, OM;; € o j-€simo efeito da interagdo, Vi € o -€simo efeito da vaca, P; € o -ésimo
efeito do periodo e pijii, 0 erro experimental. Os calculos foram realizados através do

comando Proc GLM do programa estatistico SAS (1999).
Resultados e discusséo

A Tabela 3 apresenta os valores médios observados para o consumo de matéria
seca, a producdo de leite, o teor e producdo de gordura didria de vacas alimentadas com
a combinacdo de 6leo de soja e monensina.

Tabela 3 — Consumo de matéria seca (CMS), produgdo de leite (PL), teor (%) e

produgdo de gordura (PG) de vacas alimentadas com dietas contendo a
combinagdo de 6leo de soja e monensina

. Tratamentos Desvi Monensina Oleo
Variavel €sv10
CT MN OL oM padrao 0 33 ppm 0 4%
CMS' 18,5 17,9 17,2 15,8 0,713 17,9% 168°%  18.2° 16,5°
pL'" 23,7 24,7 23,4 22,3 0,563 23,5 23,5 2420 22,8°
G% 3,77 3,25 3,20 2,66 0,234 3,48 295%  351% 2,93°
PG’ 0,892 0,796 0,762 0,592 0,064 0,827 0,694 0,844*  0,677°

*CT= 6leo e monensina ausentes; MN= 33 ppm de monensina; OL =4 % de dleo de soja; OM =4 % de 6leo + 33 ppm monensina ;
'em kg/dia; > em kg/100 kg PV; * em kg/PV""; 3 NDT=(CNDT/CMS), em %; * em g N/dia;

" Jetras diferentes na mesma linha diferem Tukey (P<0,05)

ABletras diferentes na mesma linha diferem, Tukey (P<0,05)

Em resumo, tanto 6leo como monensina reduziram o consumo de matéria seca, o
teor de gordura do leite e sua produgdo. Foi verificada interagdo entre os tratamentos
para a producdo de leite, onde na auséncia de 6leo, a monensina ndo influenciou a
produgdo, mas na presenca de 6leo, a monensina teve efeito sinérgico ao diminuir a

produgdo de leite. A discussdo a respeito destas varidveis foi realizada anteriormente
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(Eifert, 2004, Capitulo 2), e ainda que numericamente os resultados tenham divergido,
os efeitos verificados foram semelhantes.

A Tabela 4 apresenta as médias e os efeitos dos tratamentos sobre os principais
grupos de acidos graxos do leite. A monensina ndo apresentou efeitos sobre o
comprimento da cadeia dos acidos graxos do leite, mas a adi¢ao de dleo de soja reduziu
os acidos graxos de cadeia curta (C4-Cjp) e média (Ci2-Cj6) em 54,2 ¢ 49,1%,
respectivamente. Para Palmquist et al. (1993), redugdo nas concentragdes dos acidos
graxos de cadeia curta e média podem ser decorrentes do efeito do o6leo sobre a
fermentag¢do ruminal, reduzindo os precursores da sintese de novo, B-hidroxibutirato e
acetato, ou entdo, devido a direta inibi¢do do complexo enzimatico envolvido com a
sintese de novo pela acdo dos acidos graxos de cadeia longa dos 6leos vegetais.

Tabela 4 — Perfil de acidos graxos do leite de vacas alimentadas com a combinagdo de
6leo de soja e monensina, em g/100 g

Tratamentos ' Monensina Oleo

Desvio
CT MN OL OM padrio 0 33 ppm 0 4%

AGCC? 10,51 10,50 7,62 6,00 0,516 9,07 8,25 10,50 6,81°
AGCM* 53,23 51,90 36,00 34,49 1,242 44,61 43,19 52,56° 35,24°
AGCL* 33,16 34,90 54,19 55,61 1,139 43,67 45,26 34,03 54,90°
AGCI’® 3,44 3,87 2,65 2,52 0,199 3,04 3,20 3,66 2,58°
AGS® 72,71 7047 61,56 57,19 0,702 67,13* 63,835 71,59*  5937°
AGI’ 25,53 28,08 37,35 3990 0867 31,44 33998 2680°  38,63°
MUFA ® 23,96 25,36 34,59 36,54 0,589 29,71% 3095° 24,66° 35,56°
PUFA° 1,88 2,99 3,14 3,67 0,423 2,514 3338 2,43*° 3,40°

A Bletras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

" Jetras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

' CT= 6leo e monensina ausentes; MN= 33 ppm de monensina; OL = 4 % de 6leo de soja; OM = 4 % de 6leo + 33 ppm monensina ;

2 AGCC = 4cidos graxos de cadeia curta, Y C4 —C)o; * AGCM = 4cidos graxos de cadeia média Y. C 1, —C\g;

4 AGCL = 4cidos graxos de cadeia longa Y’ Ci7 —Ca; SAGCI = 4cidos graxos de cadeia impar Y Cy; Cy3, Cys,Cy7;
® 4cidos graxos saturados; ’ acidos graxos insaturados; ® acidos graxos monoinsaturados; ° cidos graxos poliinsaturados;

Variavel

Em relacdo aos acidos graxos de cadeia curta, especial aten¢do tem sido dada ao
butirato (Cs.0) devido ao potencial efeito anticarcinogénico (Parodi, 1999). Apesar da

monensina ndo ter apresentado efeito sobre os AG de cadeia curta, observa-se na Tabela
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5 que Ca., Ceo € Cso foram negativamente afetados pelo ionoforo e pelo 6leo. Eifert
(2004, Capitulo 1) observou que tanto Oleo como monensina reduziram as
concentragdes de acetato ¢ butirato, e estas alteracdes sdo condizentes com a reducao
nos acidos graxos de cadeia curta do leite. No entanto, os AG de cadeia média (Ciy a
Ci6:0) somente foram reduzidos pelo 6leo e nenhum destes AG foi afetado pela
monensina, indicando a pouca influéncia da alteragdo das proporgdes dos AGV sobre
estes acidos graxos sintetizados de novo. Assim, pode-se sugerir que os dois
mecanismos atuam de forma associada na reducao da concentragdo dos acidos graxos de
cadeia curta e média. Concomitante a redug¢ao do teor dos acidos graxos de cadeia curta
e média, a presenca de 6leo de soja aumentou a participagdo dos acidos graxos de cadeia
longa em 40%, em média, refletindo a composi¢do do 6leo de soja, que € composta por
cerca de 90% de AG de cadeia longa.

Os acidos graxos de cadeia impar (AGCI, Tabela 4) sdo originarios dos lipidios
microbianos que sdo sintetizados a partir da utilizagdo de propionato e valerato como
“primers” (Mansbridge & Blake, 1997). O o6leo apresentou efeito redutor sobre as
concentragdes dos AG de cadeia impar, o que concorda com os resultados obtidos por
Eifert (2004, Capitulo 2), quando o o6leo de soja inibiu a sintese microbiana. A
monensina somente apresentou efeito sobre C;7.9, mas ndo no total de acidos graxos de
cadeia impar. Por outro lado, Demeyer & Doreau (1999) indicam que na presenga de
altas quantidades de lipidios dietéticos, bactérias e protozoarios podem incorporar acido
linoléico e outros AG em sua estrutura de membrana, inibindo a sintese de novo
microbiana, corroborando a menor produ¢do de acidos de cadeia impar nas dietas com

oleo.
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Tabela 5 — Perfil dos acidos graxos do leite de vacas alimentadas com a combinagao de
6leo de soja e monensina, em g/100g

1 . 2
Variavel Tratamentos Desvio Monensina Oleo
CT MN OL oM padrao 0 33 ppm 0 4%

Cuo 3,25 3,07 3,03 2,44 0,162 3,14% 276  3,16° 2,73°
Ceo 2,41 2,32 1,72 1,37 0,104 2,06% 1,85  2736° 1,54°
Cso 1,48 1,49 0,93 0,72 0,078  1,20%  1,10° 1,49° 0,82°
Cioo 3,37 3,61 1,96 148 0212 267 2,54 3,49° 1,72°
Cio 0,27 0,26 0,12 0,09 0,013 020 0,18 0,27° 0,11°
Cho 3,88 4,24 2,31 1,81 0233 3,09 3,02 4,06* 2,06°
Ca 0,25 0,28 0,14 0,10 0,0180 0,19 0,19 0,26° 0,12°
Ciso 1232 12,75 8,73 7,79 0,194 10,52 10,27 12,53 8,26°
Cisr Co 1,66 1,74 1,13 1,21 0,097 1,39 1,43 1,70* 1,17°
Cieo 32,12 2938 2145 2147 1,174 26,78 2541 30,73  21.46°
Cie1 Co 0,81 0,89 0,55 0,58 0,082 0,68 0,73 0,85 0,56°
Ciio 0,13 0,14 0,06 0,06 0,020 0,09 0,10 0,13° 0,06°
Ciso 0,14 0,16 0,10 0,09 0,008 0,12 0,12 0,15° 0,09°
Ciso 2,15 2,35 1,55 1,38 0,115 185 1,86 2,25% 1,46°
Ciro 093 1,13 082 093 0049 087" 1,03 1,02° 088"
Cint 0,36 0,40 0,35 028 0,033 035 0,34 0,38 0,31°
Ciso 1037 9,71 18,69 17,49 1,100 14,53 13,60 10,04  18,09°
Cisi 2024 21,44 31,84 33,86 0565 26,04% 27,65 2084%  32,85°
Cisn 1,68 2,76 2,90 3,83 0,406 229" 3,07 222° 3,14°
Ciss 0,19 0,22 0,23 028 0,017 021* 025 020" 0,26°
> Cig 0,26 0,24 0,33 0,30 0,036 0,29 0,27 0,25° 0,31°

"CT= 6leo e monensina ausentes; MN= 33 ppm de monensina; OL = 4 % de 6leo de soja; OM = 4 % de 6leo + 33 ppm monensina ;
" letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
A Bletras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

Considerando que o 6leo de soja contém cerca de 50% de acido linoléico, 6% de

linolénico e 24% de oléico (Tabela 2), a sua inclusdo na dieta proporcionou aumentos

na insaturagdo do leite em 44,1%, e reducao dos 4cidos graxos saturados em 20,6 %. O

aumento na insaturacdo do leite correspondeu ao acréscimo de MUFA e PUFA,

respectivamente, de 56,7 e 39,9% nas dietas contendo 6leo. A monensina permitiu um

pequeno, mas significativo aumento da insaturacao (8,1%) e redug¢do dos AG saturados

do leite (5,2%), com concomitante aumento de 4,2 e 32,7% para MUFA e PUFA. Sauer
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et al. (1998) também observaram aumentos nestes acidos graxos quando monensina foi
ofertada, sugerindo que este efeito foi devido a reducdo na extensdao da bio-
hidrogena¢ao ruminal.

Os acidos graxos insaturados Cjs.1, Cig.2 € Cis.3 foram aumentados tanto por 6leo
como pela monensina (Tabela 5). Possivelmente uma forte bio-hidrogenacao do acido
linoléico, associado a baixa eficiéncia de absor¢cdo do acido linoléico pela glandula
mamaria tenha ocorrido, como observado por Demeyer & Doreau (1999). No presente
trabalho, a quantidade calculada dos totais do acido linoléico fornecida pelo 6leo de soja
foi da ordem de 334 g/dia, enquanto que a incorporacdo deste foi de apenas 21 g/dia.
Para Kalscheuer et al. (1997), a extensdo da bio-hidrogenagdo ¢ mais intensa quanto
mais insaturada torna-se a dieta.

Embora os AG do leite apresentem alta correlagio com os AG no intestino
delgado, a estimativa acima citada foi realizada a partir dos AG do leite, possivelmente
sofrendo influéncia do processo de dessaturagdo. A bio-hidrogenag¢do ruminal é dada
pela proporg¢ao dos acidos oléico, linoléico e linolénico que chegam ao intestino delgado
em relagdo a quantidade ingerida dos mesmos (Demeyer & Doreau, 1999). Assim,
Chilliard et al. (2000) citam valores entre 80 ¢ 92% para a bio-hidrogenacdo do acido
linoléico. Duckett et al. (2002) reportam que a bio-hidrogenagdo foi maior para os
acidos linolénico (91%), intermediéria para o acido linoléico (80%) e menor para o
acido oléico (70%), quando 2,4% de 6leo de milho foi adicionado as dietas.

A concentracdo do 4cido estearico foi aumentada na presenga do Oleo,
possivelmente em conseqiiéncia do maior consumo deste acido graxo e pela maior
extensao da bio-hidrogenacdo. Apesar da monensina ndo ter apresentado efeito
significativo, a concentra¢dao de Cg.9 foi numericamente menor quando comparados os

tratamentos CT em relagdo a MN (10,37 vs 9,71 g/100 g) e OL em relagao a OM (18,69
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vs 17,49 g/100 g), o que indica que a monensina pode ter inibido o ultimo passo da bio-
hidrogena¢ao ruminal, concordando com as observacdes de Fellner et al. (1997) para a
monensina em trabalho in vitro.

Tabela 6 — Perfil dos é4cidos graxos cis e frans octadecendicos do leite de vacas
alimentadas com a combinacao de 6leo de soja e monensina (g/100 g)

L Tratamentos ' Desvi Monensina Oleo
Variavel €esvio

CT MN oL OM  padrio 0 33 ppm 0 4%

Isomeros Cys.
18,39 18,68 27,16 27,29 0,705 22,777 22,98 18,53° 27,22°
trans 1,86 2,77 4,69 6,58 0,468 3,27 4,67° 2,31° 5,63°
trans-6-8% 0,22 0,26 0,52 0,76 0,033

cis

trans-9 0,13 0,21 0,35 0,57 0059 024" 039°  0,17° 0,46°
trans-10%* 0,48 0,70 1,55 2,73 0,169
rans-11 0,59 1,01 1,39 139 0344 0,99 1,20 0,79 1,39

wans-12 023 032 046 0,64 0,034 034" 048  027° 0,55°

wans-16 021 0,28 0,43 049 0,017 032% 039®  0,24° 0,46°
cis-9 17,65 17,89 26,16 26,09 0,799 21,90 21,99 17,77*  26,12°
cis-11 049 0,53 0,65 0,52 0,104 0,57 0,53 0,51 0,59

cis-12 0,13 0,15 0,18 037 0030 0,16 026° 0,14° 0,27°
cis-13 0,02 0,065 0063 01132 0015 004" 010°  0,04° 0,10°
cis-15 0,02 0,05 0,10 0,19 0,017 006" 011°  0,04° 0,14°

"CT= 6leo e monensina ausentes; MN= 33 ppm de monensina; OL = 4 % de 6leo de soja; OM = 4 % de 6leo + 33 ppm monensina ;
P etras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05) .

A Bletras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

interagdo Monensina vs Oleo (P<0,05).

Diversos trabalhos tém indicado o actimulo de #rans-Cis.; no leite como
caracteristica de uma incompleta bio-hidrogenacdo dos AG no rumen (Mansbridge &
Blake, 1997). A concentragdo de trans-Cis.; tem sido aumentada em situagdes como
altas quantidades de lipidios insaturados na dieta (Bateman & Jenkins, 1998), baixo pH
ruminal (Kalscheuer et al., 1997) e presenca de ionoforos (Cant et al., 1997; Sauer et al.,
1998). Para Bessa et al. (2000), a populacdo microbiana ¢ muito sensivel aos fatores
acima citados e a maior produc¢do ruminal de isomeros trans-Cs.; nestas situagdes ¢ um

mecanismo de defesa da microbiota, permitindo as bactérias manter a integridade da
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membrana celular, uma vez que acidos graxos frans sdo menos toxicos que os de
configuragao cis.

A monensina nao influenciou a concentragdo de isomeros cis-Cig.;; (Tabela 6),
enquanto que a adi¢do de d6leo de soja aumentou a concentracao destes isdmeros em
46,9%, possivelmente, resultante do maior consumo de acidos graxos insaturados da
dieta e da atividade da atividade da A’-desaturase. Individualmente, cis-9 Cg.; foi o
isomero cis-Cs.; mais abundante e, enquanto a monensina aumentou a concentracio de
cis-12, cis-13 e cis-15 Cyg.1, 0 6leo de soja elevou a concentragdo de todos os isomeros
cis-Cig.1, exceto cis-11 Cyg.1.

Tanto 6leo como monensina aumentaram a concentra¢ao dos isomeros trans-Cig.;
no leite (Tabela 6), e embora ndo se tenha observado interagdo significativa (P>0,05), a
adi¢do de monensina amplificou a concentragdo dos isomeros frans-Cis.; no leite,
independentemente se a dieta continha ou ndo 6leo de soja.

A cléassica rota da bio-hidrogenagdo ruminal do &cido linoléico envolve a
formagdo do CLA cis-9 trans-11 Cig, e sua reducdo até trams-11 Cig, antes da
completa saturagdo até o acido estearico, C,g. (Harfoot & Hazlewood, 1997). Devido a
essa rota metabdlica microbiana, 80 % do CLA encontrado no leite apresenta a
configuracdo cis-9 trans-11 Cisp, sendo o trams-11 Cig, o principal isdmero
intermediario detectado (Bauman & Griinari, 2001). Entretanto, Griinari et al. (1998)
sugerem que dependendo do ambiente ruminal, a rota da bio-hidrogenagao ruminal pode
ser desviada, promovendo a formacdo de outros isomeros do CLA e seus trans-Cig;;
correspondentes. No presente trabalho, tanto a monensina como o 6leo aumentaram a
concentragdo de todos os isomeros trans-Cig.;, exceto trans-11 Cig.;, embora a sua
concentragdo tenha sido aumentada em 71,2% (CT vs MN) e 235,6% (CT vs OL e

OM).
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Trans-11 Cys.1 foi o principal isomero trans-Cjs.; € sua propor¢ao nos AG trans
foi alterada em relagdo a monensina e ao 6leo, sendo os valores de 31,7, 36,5, 29,6 ¢
21,1%, respectivamente para CT, MN, OL e OM. Os isomeros trans-9, trans-12 e trans-
16 Cig; apresentaram comportamento similar, o que refor¢a a possibilidade de
diferentes rotas de bio-hidrogenacao. Além disto, foi observada interacao significativa
(P<0,05) entre 6leo e monensina para as concentragdes de trans-10 Cis.; e trans-6-8
Cis:1 (Tabela 7). Para Loor & Herbein (2003), trans-6-8 e trans-9 Cig.; sdo 0s principais
intermediarios durante a isomera¢ao do acido oléico (cis-9 Cjs.1) e intermedidrios

menores da bio-hidrogenagao do acido linoléico.

Tabela 7 — Valores médios observados para a intera¢do entre 6leo de soja e monensina
sobre as concentragdes de trans-6-8 Cis.; e trans-10 Cjg.; na gordura do leite

(em g/100 g)
. Monensina
Oleo de soja 0 ppm 33 ppm
trans-6-8 Cig.q
0 % 0,22 A 0,264
4% 0,525 0,76 %
trans-10 Cig.q-
0 % 0,48 A 0,70 A2
4% 1,555 2,73 B

ABletras diferentes na mesma coluna diferem, Tukey (P<0,05)
b letras diferentes na mesma linha diferem, Tukey (P<0,05)

A Tabela 7 indica o0 mesmo comportamento de trans-10 Cig.; e trans-6-8 Cig.; em
relagdo aos tratamentos, embora com diferentes magnitudes. Na auséncia de Oleo, a
monensina nao apresentou efeito sobre a concentracdo de trams-10 Cig.; o O6leo
aumentou a participacao deste AG, mas na presenca do ionoforo, a concentracdo de
trans-10 Cig.; foi ainda mais aumentada. Jenkins et al. (2003) também observaram

interacdo entre 6leo de soja e monensina sobre a concentracao de trans-10 Cig;; em

69



ensaio in vitro, onde o comportamento deste AG foi similar ao observado no presente
trabalho, muito embora tenham verificado maior magnitude na formacao de trans-10
Cis:1 quando a cevada foi comparada ao milho como fonte de carboidrato.

A presenga de iondforos na dieta de ruminantes altera os padrdes de fermentacao
ruminal, aumentando a propor¢dao molar de propionato, reduzindo a de acetato e,
consequentemente, a relagdo acetato:propionato. A monensina tem efeito inibitorio
sobre a populagdo bacteriana gram-positiva e a alteracao nos padrdes de fermentacdo é
conseqiiéncia dos produtos de fermentagao da populagdo remanescente. Quando 6leo de
soja ¢ combinado com a monensina, possivelmente aumenta-se a sensibilidade da
populacdo microbiana ao ionéforo (Eifert, Capitulo 1). As bactérias responsaveis pela
formagao do trams-11 C;s.; quando na rota mais freqiiente da bio-hidrogenacdo, sdo
Butyrivibrio fibrisolvens € Ruminococcus sp., que sao gram-positivas e, portanto,
sensiveis @ monensina (Nagaraja et al., 1997). Por conseguinte, a populagdo selecionada
pelo iono6foro pode levar a formacao de outros isomeros trans-Cig.; € outros isomeros do
CLA, justificando os resultados obtidos para os AG trans, principalmente trans-10
Cis.1. A este respeito, Lawson et al. (2001) cita que Verhulst et al. (1985) isolaram cepas
de Clostridium sp., gram-positivas, que produziram trans-10 C;g.; como principal
intermediario da bio-hidrogenagdo do &cido linol€ico. Butyrivibrio fibrisolvens e
Ruminococcus necessitam de menor dose de monensina para controle de 50% da
populacdo que Clostridium (Nagaraja et al., 1997), assim, possivelmente a populagdo de
Clostridium, entre outras presentes no rumen dos animais avaliados, ndo foi alterada
pela monensina, justificando os aumentos em trans-10 Cig.;.

Griinari et al. (1998) promoveram alteragdo na fermentagdo ruminal através de
dietas ricas em carboidratos e baixas em fibra, selecionando uma populagdo microbiana

que elevou a concentracdo de trans-10 Cig.;; no leite, refletindo na reducdo do teor de
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gordura. Estes autores indicam que trans-10 Cjg.; ¢ CLA trans-10 cis-12 Cis, estao
associados com os mecanismos que causam a sindrome da baixa gordura do leite
(Bauman & Griinari, 2001). Outros estudos sugerem que a ligacao trans no carbono 10
¢ a responsavel por tal alteracao e além do trans-10 Cys.; e trans-10 cis-12 Cig., outros
isdmeros apresentam potencial para desencadear tal sindrome, entre eles cis-8 trans-10
Cis2, cis-8 trans-10 cis 12 Cig.3 € trans-10 cis-12 cis-15 C;g.3 (Chouinard et al., 1999,
Loor & Herbein, 2003).

Ainda nao foram sintetizados isomeros puros do trans-10 Cig.;, mas infusdes no
abomaso de apenas 3,5 g de CLA trans-10 cis-12 C;g.; mostram redugdo no teor da
gordura do leite em 25 % (Baumgard et al., 2001), resultando em aumento dos acidos
graxos de cadeia longa e redugdo dos acidos graxos de cadeia média e curta no leite. A
magnitude da redugdo da gordura foi correspondente a inibi¢do de enzimas relacionadas
com a sintese de novo, a abundancia de mRNA que codifica genes envolvidos com a
absor¢io ¢ transporte dos AG, a atividade da A’-desaturase e & formagio de
trigliceridios (Piperova et al., 2000, Baumgard et al., 2002). No presente trabalho, a
reducdo no teor de gordura do leite (Tabela 3) foi consistente com aumentos na
concentragdo de trans-10 Csg.; (r=-0,7239; P=0,0015). O 6leo de soja permitiu aumentar
a participacdo dos AG de cadeia longa em 40 % com concomitante redu¢cdo dos AG
oriundos da sintese de novo em mais de 50%.

Embora os tratamentos tenham permitido grandes diferengas nas concentragdes de
trans-10 Cig.1, ndo foi detectado no leite seu precursor na bio-hidrogenagdo, o CLA
trans-10 cis-12 Cyz., (Tabela 8). Isto se deve, possivelmente, a intensa bio-hidrogenagao
ruminal deste 4cido graxo e a baixa eficiéncia de absorcao deste CLA pela glandula

mamaria (Chilliard et al., 2000, Loor & Herbein, 2003).
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Tanto 6leo como monensina foram eficientes ao elevar as concentragdes do acido
linoléico (cis-9 cis-12 Cys:2) no leite, muito embora os valores observados sejam baixos
principalmente em relacdo a quantidade de 6leo fornecido nas dietas. Para Chilliard et
al. (2000), as baixas concentracdoes de acido linoléico no leite sdo devidas a baixa
eficiéncia de incorporagdo quando altas quantidades deste acido sao fornecidas na dieta,
a fase de lactacdo e a extensdo da bio-hidrogenagdo ruminal. Além destas, os tecidos de
reservas parecem ter maior prioridade pelo acido linoléico que a glandula mamaria

(Chilliard et al., 2000).

Tabela 8 — Isémeros do 4cido linoléico e estimativa da atividade da enzima A’
desaturase nos 4acidos graxos do leite de vacas alimentadas com a
combinagdo de 6leo de soja e monensina, em g/100g

. Tratamentos Desvi Monensina Oleo

Variavel esvio

CT MN oL OM  padrio 0 33 ppm 0 4%

Isomeros C5., n-6

Zi?z 147 1,9 206 248 0170 1,76 219  169° 227"
Z?”ISSI Pmd 003 007 010 0019 003 007  002° 008"
cis-9

0,54 0,82 0,77 0,81 0,131 0,65 0,81 0,68 0,79
trans-11
trans- 10 nd? nd nd nd - - - - -
cis-12

Atividade da A’ desaturase

A’ CLA® 1,14 1,18 1,81 1,61 0,264 148 1,39 1,167 1,71°
A’ Cig* 0,59 0,54 0,72 0,67 0,035 0,65 0,61 0,57 0,69°
A’ Ci > 40,11 3560 4563 39,11 4,183 42,87 3736 37,85 42,37
A’ Cpyn ® 7,57 7,51 7,88 6,49 0,524 7,72 7,00 7,54 7,18
A’ Cpy’ 1604 1592 16,92 1822 1206 1648 17,07 15,98 17,57
" letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05);
A Bletras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05);

' CT= 6leo e monensina ausentes; MN= 33 ppm de monensina; OL = 4% de 6leo de soja; OM = 4% de 6leo + 33 ppm monensina ;
2[150 detectado; 3 trans-11/ cis-9 trans-1 1, 4 C[g;o/CiS-9; 5 C16;0/C16;|; 6 C14;0/C14;|; 7 C[z;o/clz;l;.

As dietas contendo 6leo proporcionaram aumentos nas concentragdes de trans-11
cis-15 Cys.2 , possivelmente por este ser um intermediario da bio-hidrogenacgdo do acido

linolénico, justificando-se seus baixos valores. O CLA cis-9 trans-11 Cis.; nao foi
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influenciado pelos tratamentos, embora se tenha verificado aumentos em relagcao ao CT
da ordem de 34,2, 29,9 e 33,3%, respectivamente para MN, OL e OM. A falta de
resposta estatistica pode ser devido ao alto coeficiente de variag¢do verificado (35%), o
que concorda com as observagdes de Solomon et al. (2000) a respeito da distribui¢ao
heterogénea do CLA em seu trabalho.

Corl et al. (2001) observaram que a principal forma de incorpora¢do do CLA ¢ a
partir da dessaturagdo do frans-11 Cig.; pela A’-desaturase. O 6leo inibiu a atividade
desta enzima, estimando-se sua atividade a partir da relagdo precursor:produto, onde
aumentos em seu valor indicam inibi¢do. A incorporagdo no leite de trans-10 Cig.; foi
de 16,2 e 11,8 g/dia, respectivamente para OL e OM. Tais valores sdo considerados
altos quando comparados as doses de CLA trans-10 cis-12 C;s., utilizadas nos trabalhos
de Piperova et al. (2000) ¢ Baumgard et al. (2001). Para a falta de resposta no CLA,
também se questiona um efeito residual dos tratamentos em relagdo a troca das dietas no
quadrado latino, situagdo também questionada por Cant et al. (1997).

Por outro lado, cis-12 trans-14 Cig., cis-8 trans-10 Cig., cis-11 trans-13 Cig, €
outros isomeros do CLA tem sido determinados, sendo que trans-7 cis-9 Cisp €
considerado com o segundo CLA em abundancia (Chilliard et al., 2000), assim, ¢
possivel que outros isdmeros do CLA sejam formados em rotas alternativas ainda
desconhecidas da bio-hidrogenacdo ruminal ou ainda, que os padrdes utilizados na

analise cromatografica ndo tenham sido especificos o suficiente para a sua detecgao.
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Conclusodes

A utilizacdo de monensina implica em maior grau de insaturacdo do leite porque
provavelmente promove alteragdo na bio-hidrogena¢dao ruminal, com pequeno aumento
do CLA. A reducdo na gordura do leite estd correlacionada a maior concentracdo de
trans-10 Cis.; nas dietas suplementadas com ionoforos.

A presenca de 6leo de soja nas dietas permite alterar o perfil da gordura do leite,
elevando a concentragdo de AG insaturados e de acidos graxos de cadeia longa em
detrimento aos acidos graxos saturados oriundos da sintese de novo, o que melhora a
qualidade nutricional do leite.

A associa¢do de 6leo de soja e monensina ndo aumenta o contetido de CLA do
leite, e esta combinagdo determina efeitos mais drasticos sobre o perfil de AG do que
quando oleo e iondforo sdo fornecidos isoladamente. A populacdo ruminal selecionada
por estes dois ingredientes possivelmente leva a modificacdo da bio-hidrogenagdo

ruminal, aumentando de forma aditiva os isdmeros trans-Cig.; no leite.
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Consumo, Produgdo e Composicédo do Leite de Vacas Alimentadas com Oleo de

Soja e Diferentes Fontes de Carboidratos na Dieta

Resumo: O trabalho foi realizado no Setor de Bovinos de Leite da UFV
utilizando-se 12 vacas lactantes holandés cruzadas, em quatro quadrados latinos 3x3,
avaliando-se os efeitos sobre o consumo, producdo de leite e composicao do leite de
dietas formuladas com diferentes fontes de carboidratos no concentrado, associadas ou
ndo a suplementacdo com oOleo de soja. Os tratamentos consistiram de concentrados
formulados com milho como fonte energética (MI), ou sua total substituicdo por farelo
de trigo (FT) ou polpa citrica (PC), estando associados ou ndo a inclusdo de oleo de soja
(0 e 2,25%), em um delineamento fatorial (3x2). Os animais foram selecionados aos
pares, de acordo com a produgdo, estdgio de lactacdo ¢ nimero de parigdes prévias,
onde cada qual foi alojado em um quadrado latino com e outro sem 6leo na dieta. Nao
foi verificada interagdo significativa entre a presenca de 6leo e a fonte de carboidratos
em qualquer varidvel avaliada. O consumo de matéria seca (18,4 kg/dia) e a produgdo
de leite (23,5 kg/dia) ndo diferiram entre MI, FT ou PC, mas as dietas com FT
proporcionaram maior consumo de FDN e menor digestibilidade aparente total deste
nutriente. As dietas com FT também apresentaram menor digestibilidade da MO, FDN e
CHOT e menor teor de lactose. A sintese microbiana ndo foi influenciada pela fonte de
carboidrato ou pelo 6leo, sendo em média, de 239,4 g N/dia. Os animais das dietas
contendo 6leo apresentaram menor consumo de matéria seca (19,0 vs 17,8 kg/dia),
menor teor de lactose (4,49 vs 4,33%) e gordura no leite (3,34 vs 3,13%), mas ndo
diferiram na producdo de leite, no teor de proteina, digestibilidade dos nutrientes e
sintese microbiana. A presenca de 6leo proporcionou maior eficiéncia alimentar (1,23
vs 1,35) e aumentou a relacao proteina:gordura do leite (0,94 vs 1,00). Assim, em
fungdes econdmicas, para vacas com produgao até 24 kg/dia, PC e FT podem substituir
totalmente o milho no concentrado. O 6leo na dieta diminui o consumo € mantém o
nivel de produ¢do, aumentando a eficiéncia alimentar, além de alterar a composi¢do do

leite.

Palavras-chave: bio-hidrogenacdo, farelo de trigo, lipidios, polpa citrica, sintese

microbiana
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Introducgéo

O tipo e a quantidade de concentrado fornecido nas dietas de bovinos podem
influenciar a producdo e a rentabilidade do sistema. Tradicionalmente, os concentrados
sdo compostos por milho e, com o objetivo de reduzir os custos de alimentagdo,
subprodutos da industria alimenticia ou do processamento de graos tém sido
empregados como substitutos parciais ou totais do milho no concentrado. A polpa
citrica (PC) e o farelo de trigo (FT) sdo exemplos destes subprodutos.

A polpa citrica e o farelo de trigo diferem dos graos, como o milho, por apresentar
reduzidas concentragdes de amido. O farelo de trigo apresenta cerca de 30% de
carboidratos ndo estruturais, 45% de hemicelulose e celulose (Durand et al, 1988). A
polpa citrica apresenta 60% de CNF, 12,5-40,2% de agucares soluveis e 25,2-43,7% de
pectina (Hall, 2001). Os padroes de fermentagdao destes carboidratos diferem daqueles
do amido do milho, podendo resultar em diferentes valores de pH ruminal, em fungao
da propor¢ao dos AGV formados e da velocidade da fermentacdo (Bem-Ghedalia et al.,
1989; Leiva et al., 2000).

Leiva et al. (2000) observaram que a fermentacdo da pectina da polpa
proporcionou um pH mais elevado que as dietas contendo milho. Bem-Ghedalia et al.
(1989) verificaram que a polpa permitiu maior pH e maior sintese de proteina
microbiana que o amido de cevada. O farelo de trigo ndo influiu no pH de animais em
pastejo quando comparado a suplementacdo com milho, mas foi aumentada a relagao
acetato: propionato e a concentragdo de acetato no fluido ruminal. Neste sentido, Van
Soest (1987) sugere que a fermentagao da pectina, apesar de rapidamente fermentavel
no rumen, gera acetato como produto final, assim como ocorre com a fermentacdo da
celulose. Desta maneira, a substituicdo do milho por polpa pode trazer efeitos benéficos,

principalmente em relacdo ao ambiente ruminal, devido a alteracdo da fermentacao
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latica pela acética e ao efeito tamponante da pectina, resultando em melhores condigdes
para a digestao da fibra da forragem.

Embora o NRC (2001) indique diferencas no valor energético destas fontes,
sugerindo valores de NDT de 79,8 e 71,5%, respectivamente, para polpa citrica e farelo
de trigo, valores inferiores aos do fuba de milho (88,7%), estas fontes tém substituido o
milho na dieta de vacas lactantes com relativa eficiéncia. Para vacas de média produgao
(20 kg/dia), Assis (2001) ndo observou diferencas sobre o consumo e produgdo quando
a polpa citrica substituiu até¢ 100 % do milho e Soares (2002) concluiu que o farelo de
trigo pode substituir totalmente o milho no concentrado.

Sutton et al. (1987) observaram que concentrados fibrosos (polpa citrica, polpa de
beterraba agucareira e farelo de trigo) foram menos efetivos que os concentrados
amilaceos (cevada, trigo ¢ mandioca) em manter os rendimentos de leite, proteina e
lactose. Para vacas com alta producdo, acima de 30 kg/dia, Solomon et al. (2000)
encontraram que o consumo de matéria seca (CMS), o contetido de proteina do leite e
producdo de proteina eram maiores em vacas alimentadas com concentrado com 2/3 de
milho laminado e 1/3 de polpa citrica que em vacas alimentadas com 1/3 de milho
laminado e 2/3 de polpa. Leiva et al. (2000) também observaram que o conteudo de
proteina do leite e seu rendimento foram deprimidos em dietas com altas concentragdes
de polpa, apesar de ndo observarem nenhuma mudanga no CMS. Os resultados de
Broderick et al. (2002) também sdo consistentes com os anteriores, quando espigas de
milho com alta umidade (EMAU) foram comparadas com dietas contendo 50 % EMAU
e 50% de polpa citrica. A presenga de polpa reduziu o CMS, produgao de leite, proteina
e lactose.

Para Leiva et al. (2000), a maior producdo de acetato originado pela fermentacao

da pectina tende a produzir metabolitos lipogénicos, enquanto o propionato, obtido a
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partir da fermentacdo do amido, tende a produzir metabodlitos glicogénicos. Assim,
alteragdes na producdo e composicao do leite poderiam ser uma conseqiiéncia da
modifica¢ao do suprimento de nutrientes metabolizaveis ao animal.

Gorduras e 6leos tém sido adicionados as dietas de ruminantes com o objetivo de
aumentar a concentracao energética da dieta e aumentar a participagao de determinados
acidos graxos no leite e na carne. O principal problema em relagcdo a utilizagdo de
gorduras insaturadas na dieta de ruminantes ¢ o efeito sobre o consumo e,
conseqiientemente, na producao de leite (Allen, 2000).

Embora a concentragdo energética seja maior nos lipidios que em carboidratos ¢
proteinas, elevadas quantidades de lipidios podem reduzir o consumo e refletir em
menores quantidades de energia ingerida (NRC, 2001). Allen (2000) sugere que fatores
metabolicos estejam relacionados a redugdo no consumo, ja que a digestibilidade
ruminal da fragdo fibrosa pouco ¢ afetada com o uso de lipidios insaturados quando a
dieta apresenta até¢ 50% de forragem (Bateman & Jenkins., 1998).

Os suplementos lipidicos insaturados apresentam, em doses elevadas, efeito
toxico sobre as bactérias Gram-positivas do rimen, principalmente sobre a populacao
celulolitica (Nagaraja et al., 1997), alterando a relacdo acetato:propionato, com
produgdo de propionato as custas de acetato, redu¢do da produgdo de metano e
diminui¢do da amonia ruminal (Jenkins, 1993). A eficiéncia da sintese microbiana por
vezes ¢ aumentada & medida que os lipidios substituem parte do concentrado na dieta.
Por exemplo, observa-se efeito defaunatorio com o uso de 6leo de soja, que viabiliza
um maior crescimento bacteriano em virtude da menor predacao (Nagaraja et al., 1997).

O objetivo do presente trabalho de investigar os possiveis efeitos associativos
sobre o consumo, a producdo e a composicdo do leite de vacas alimentadas com

diferentes fontes de carboidratos no concentrado, quando associados ao 6leo de soja.
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Material e métodos

O experimento foi conduzido no Setor de Pesquisa e Ensino em Gado de Leite do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, no periodo
compreendido entre dezembro de 2001 e marco de 2002.

Foram utilizadas 12 vacas multiparas lactantes, 7/8 Holandés Gir, com 86 dias em
lactagdo, dispostas em quatro quadrados latinos 3x3. Os animais foram escolhidos aos
pares e estes um alojados em cada um dos quadrados, de acordo com o histérico prévio
de produgdo de leite, estagio de lactacdo e numero de parigoes.

Os tratamentos consistiram da substitui¢do total do milho no concentrado (MI)
por farelo de trigo (FT) ou polpa citrica (PC), associados ou nao ao 6leo de soja (0 e
2,25% de 6leo de soja). Assim, o delineamento foi um ensaio fatorial 3x2, com dois
niveis de 6leo e trés fontes de carboidratos.

O periodo experimental teve duragdo de 17 dias, sendo 10 para adaptagdo e sete
dias de coleta das amostras. Os animais foram alojados em baias individuais, tipo ‘tie-
stall’, alimentados e ordenhados duas vezes ao dia, com controle diario de oferta e
sobras dos alimentos. As dietas continham 55,2% de silagem de milho e 44,8% de
concentrado, e em média, 15,5% de PB e 39,3% de FDN (Tabela 1). As dietas foram
formuladas a partir do NRC (2001) para atender as necessidades de vacas produzindo
20 kg/dia de leite.

A coleta de amostras de fezes para determinacdo das digestibilidades aparentes
dos nutrientes foi realizada nos ultimos sete dias do periodo experimental e a excreg¢ao
fecal foi estimada utilizando FDAi como indicador interno. Para a determinagdo do
FDAI, as amostras dos alimentos ofertados, sobras e fezes foram incubadas por um

periodo de 144 horas no rumen de vacas alimentadas com relagcao 60:40 de volumoso e
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concentrado, em sacos Ankom (Ankom® filter bag n°57), segundo adaptacio da técnica

descrita por Cochran et al. (1986).

Tabela 1 — Proporcdo dos ingredientes e composicdo bromatologica das dietas
experimentais (em % da MS)

Fonte de carboidratos

Item MI __FT PC
Oleo de soja
0% 2,25% 0% 2,25% 0% 2,25%
Proporg¢ao dos ingredientes
Silagem de milho 55,19 55,04 55,36 55,10 55,27 55,05
Farelo de soja 19,78 20,35 14,09 15,37 21,45 21,88
Fuba de milho 23,28 20,61 - - - -
Farelo de trigo - - 28,99 25,71 - -
Polpa citrica - - - - 21,81 19,34
Calcario calcitico 0,77 0,77 0,95 0,95 - -
Fosfato bicalcico 0,36 0,36 - - 0,86 0,86
Sal comum 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
Oleo de soja’ - 2,25 - 2,25 - 2,25
Composi¢ao bromatologica

MO 93,06 93,24 93,36 93,53 94,03 94,12
PB 14,70 14,98 15,73 15,92 15,58 15,78
EE 2,80 4,93 2,81 4,95 2,42 4,60
FDN 35,28 35,05 45,40 43,99 38,24 37,65
FDA 20,34 20,25 25,96 25,22 22,57 22,21
CNF 40,28 38,28 29,42 28,67 38,73 36,09
NDT * 72,96 75,09 68,51 71,18 71,12 73,50

"6leo de soja foi misturado ao concentrado
2 NDT calculado a partir do NRC (2001)

Nas amostras de sobras, ofertado e fezes foram determinados os teores de matéria
seca, cinzas, nitrogénio total (Kjehldal) e extrato etéreo no aparelho Soxhlet, de acordo
com as metodologias descritas por Silva & Queiroz (2002). O teor de proteina bruta
(PB) foi obtido pela multiplicagdo do teor de nitrogénio total por 6,25. Os teores de

fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram obtidos

&3



pelos métodos descritos por Van Soest et al. (1991), utilizando-se a-amilase sem a
adicao de sulfito de sédio na determinacdo da FDN. Os carboidratos totais (CHOT)
foram obtidos a partir da equacao sugerida por Sniffen et al. (1992), onde CHOT= 100 -
(%PB + %EE + %Cinzas). Os carboidratos ndo-fibrosos (CNF) foram obtidos pela
diferenca entre CHOT e FDN.

A estimativa da sintese microbiana foi realizada a partir da quantificagdo dos
derivados de purina excretados na urina e leite, de acordo com a metodologia descrita
por Valadares et al. (1999) e Rennd (2003), considerando-se a absor¢do de purinas
(Pabs) a partir da formula sugerida por Verbic et al. (1990): Pabs= 0,85X + 0,385
PV®”, onde X é excrecdo total dos derivados de purina. A amostra spot de urina foi
obtida por mic¢do espontinea quatro horas apos a alimentagdo dos animais, coletando-
se 10 mL de urina, e adicionados 40 mL de acido sulfurico 0,036 N. Da amostra spot foi
determinada a concentracdo de alantoina a partir dos métodos colorimétricos descritos
por Chen & Gomes (1992), e a concentragdo de acido urico e creatinina a partir de
“kits” comerciais (Labtest”). O volume urindrio foi determinado a partir da
concentragdo de creatinina na urina, considerando-se uma excre¢do diaria de 28,9
mg/kgPV, observados por Valadares et al. (1999).

A producio leiteira foi medida diariamente e amostras do leite de dois dias de
ordenha consecutivos foram retiradas para a avaliagdo da composicdo do leite. Esta foi
determinada no Laboratério de Qualidade do Leite da EMBRAPA Gado de Leite,
através da analise do infravermelho em um aparelho Bentley 2000. Para o calculo da
produgdo de leite corrigida para 3,5% de gordura (PLcor) utilizou-se a formula citada
por Leiva et al. (2000), PLcorr=(12,82*Pgord)+(7,13*Pptn)+(0,323*PL), onde: PL =
produgdo de leite, kg/dia; Pgord = producdo de gordura, kg/dia e Pptn = produgdo de

proteina, kg/dia. A partir da equagdo sugerida pelo AFRC (1993), calculou-se a
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concentracdo energética do leite, conforme a formula: EL (Mcal/kg) = (0,0929*G) +
(0,0547*PB) + (0,0395*Lact), onde G, PB e Lact sdo as percentagens de gordura,
proteina e lactose do leite.

Os dados foram submetidos a analise estatistica com o auxilio do programa
estatistico SAS (1999), avaliando-se os efeitos da fonte de carboidratos, 6leo e a
interagdo; além dos efeitos de animal, quadrado, animal dentro de quadrado e periodo.

Adotou-se o nivel de significancia de 10% na comparacao dos resultados.

Resultados e discussao

Os valores médios observados para os consumos de matéria seca, de NDT e de
FDN, nas diferentes formas de expressao estdo presentes na Tabela 2. Nao foi verificada
interagdo significativa (P>0,10) entre a fonte de carboidrato e a presenca de 2,25% de
6leo de soja para estas variaveis. A fonte de carboidrato ndo influenciou (P>0,10) o
consumo de matéria seca diario (CMS), em relagdo ao peso vivo (CMSP) ou em relagdo
ao tamanho metabdlico (CMSTM), em média de 18,4 kg/dia, 3,57 kg MS/100 kg PV e
0,170 g/PV*", respectivamente.

Em virtude da maior concentracdo de FDN nos ingredientes do concentrado
(Tabela 1) e de consumos de matéria seca similares entre as fontes, verificou-se maior
consumo de FDN diario (CFDN) para a dieta contendo FT e menor para MI, sendo a
dieta com PC intermediaria entre as demais. Assim, o consumo de FDN apresentou o
mesmo comportamento, sendo maior para FT e menor para MI, respectivamente de 1,42
e de 1,17% PV, e a dieta com PC foi intermediaria (1,28%). O consumo didrio de NDT
foi em média de 12,87 kg/dia, ndo diferindo entre os tratamentos, embora a dieta PC

tenha apresentado maior teor de NDT (Tabela 2). O consumo didrio de NDT nao foi
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alterado pela presencga de 6leo na dieta. No entanto, a presenca de 6leo reduziu o CMS,
CMSTM, CFDN e CFDNP em 6,7, 6,1, 7.8 ¢ 7,2%, respectivamente (P<0,10). O
CFDNP observado nas dietas contendo FT estd proximo aos valores de 1,2% PV
relatados por Mertens (1994) para que haja o maximo consumo de matéria seca para

vacas em lactacao.

Tabela 2 — Consumos de matéria seca, de NDT e de FDN diario de vacas alimentadas
com diferentes carboidratos no concentrado combinado com 6leo de soja

Fonte de carboidratos ' Oleo de soja

Item

MI FT PC P>F 0% 225% P>F
CMS, kg/dia 18,4 18,3 18,4  0,9911 19.0°  17,8°  0,0668
CMS, %PV 3,59 3,55 3,59 00,9660 3,68 3,47  0,1321
CMS, a b
Kg/PVOTS 0,171 0,169 0,171  0,9717 0,175% 0,165° 10,1000
CFDN, 6,008  735% 6558 0,0010 6,88*  6,38° 0,0637
kg/dia
CFDN, %PV 1,178 1.42% 12878 0,0034 1,34 1,25° 10,1029
CNDT, 12,60 12,71 1322 05175 1292  12.82  0.,7935
kg/dia

" letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,10)
A Bletras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,10)
"' MI = milho; FT = farelo de trigo; PC = polpa citrica

Mertens (1994) sugere que o consumo ¢ regulado, entre outros fatores, em fungao
das caracteristicas dos alimentos. Para dietas ricas em FDN e menores concentragoes
energéticas, o consumo ¢ mais elevado até que o animal atinja sua necessidade
energética, sendo o limite para o efeito de enchimento fisico do rimen, o valor de 1,2%
PV.

Em dietas ricas em energia, o consumo ¢ interrompido antes do efeito do
enchimento ruminal, ao atender os requerimentos de produgdo. Isto pode justificar a
reducdo de 6,7% no consumo de matéria seca (P<0,0668) observado para as dietas

contendo 6leo de soja, pois a presencga de 2,25% de 6leo na dieta permitiu consumos

86



similares de NDT (12,87 kg/dia). A redu¢ao do consumo de matéria seca em dietas
contendo suplementos lipidicos tem sido bastante relatada na literatura (Jenkins, 1993).
Sao sugeridos como causas da redugao do consumo os efeitos da adesdo do 6leo sobre
as particulas fibrosas no ramen, a alteragdo da permeabilidade da membrana das
bactérias gram-positivas, principalmente as celuloliticas (Nagaraja et al., 1997) e outros
efeitos metabolicos (Allen, 2000).

Os valores observados para o consumo de matéria seca estdo de acordo com os
observados por Assis (2001) e Soares (2002) ao trabalharem, respectivamente com PC e
FT em substituicdo total ao milho no concentrado de vacas lactantes. Embora nao
apresentando regressdo significativa, os dados de Soares (2002) mostram diminui¢do
crescente quando o FT substituiu o milho em 0, 33, 66 ¢ 100% do concentrado,
possivelmente por ter utilizado 30% de concentrado na dieta ¢ o FT ter apresentado
maior efeito de enchimento ruminal em relacdo a quantidade de FDN na dieta com este
ingrediente. Broderick et al. (2002) observaram que a substituicdo parcial de milho
laminado ou espigas de milho de alta umidade por polpa citrica proporcionou redugao
no consumo de matéria seca de vacas de alta produgdo, o que poderia ser justificado, de
acordo com Solomon et al. (2000), se houvesse uma menor extensao de digestdo ou taxa
de digestao no ramen da matéria organica nas dietas contendo polpa.

Os valores observados para a estimativa de sintese microbiana, teores de NDT e
digestibilidade aparente da matéria seca e dos nutrientes estdo presentes na Tabela 3, e
nao foi observada interagdo significativa (P>0,10) entre 6leo e fonte de carboidrato. A
presenga de 6leo na dieta ndo influenciou a digestibilidade da matéria seca e dos
nutrientes, com excecao da digestibilidade aparente do extrato etéreo, em que foi maior
na presenca de 6leo, o que pode ser justificado pela maior presenga de acidos graxos

monoinsaturados, que auxiliam na formag¢do da micela no duodeno durante o processo
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digestivo (Palmquist, 1994). A inclusdao de o6leo de soja nas dietas ndo influenciou
(P>0,10) a digestibilidade aparente total da FDN, indicando que a popula¢ao microbiana
Gram-positiva foi pouco alterada pela presenca do 6leo, possivelmente pelo nivel de

oleo de soja utilizado.

Tabela 3 — Valores médios da digestibilidade aparente total da matéria seca (DMS), da
matéria organica (DMO), da proteina bruta (PB), da fibra em detergente
neutro (DFDN), do extrato etéreo (DEE), dos carboidratos niao fibrosos
(DCNF), dos carboidratos totais (DCHOT) e NDT observado de vacas
alimentadas com diferentes carboidratos no concentrado combinado com
6leo de soja

Fonte de carboidratos ' Oleo de soja
Item
MI FT PC P>F 0% 225% P>F

DMS, % 69,87 68,29 7125 0,1520 69,93 69,68 0,8326
DMO, % 70,10° 68,96 72,34 0,0659 70,85 70,09  0,4986
DPB, % 74,16 75,93 74,82  0,5831 74,66 75,28  0,6658
DEE, % 76,07 80,59 79,56  0,1112 75,30%  82,17° 10,0008
DFDN, % 49,13 5336°% 56,23* 10,0170 54,04 51,78 0,2332
DCNEF, % 8442 83,16 8548 02349 84,18 84,53  0,7463

DCHOT, % 68,748 67,91 71,30" 10,0399 69,61 69,02 0,5742
Nmic, g N/dia 2534 2265 237,5 0,1265 2348 2440 0,3953
NDTo, % 69,124 69,66"% 72238 0,0506 68,50% 72,17° 10,0015

"MI = milho; FT = farelo de trigo; PC = polpa citrica;
" letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,10);
B letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,10).

Os tratamentos envolvendo as fontes de carboidratos apresentaram valores
similares (P>0,10) para a digestibilidade da MS, proteina bruta, extrato etéreo e
carboidratos ndo fibrosos. Maiores valores de digestibilidade da MO e CHOT foram
obtidos com a dieta contendo PC em relagdo ao FT (P<0,10), sendo MI intermediario
entre os demais. A digestibilidade da FDN foi maior em PC que no MI (56,2 vs 49,1%)

e FT apresentou valores intermediario (53,4%), ndo diferindo do milho.
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Bernard & McNeill (1991) observaram reducao nas digestibilidades da MS e FDN
quando comparam dietas contendo milho, farelo de trigo ou casca de soja, outro
ingrediente rico em pectina. Os resultados coincidem com os do presente trabalho, com
menor digestibilidade da MS para o farelo de trigo e milho e maior para o subproduto
rico em pectina, embora tenham observado que a redugdo na digestibilidade tenha vindo
acompanhada por uma reducio no consumo da dieta contendo farelo de trigo. A menor
digestibilidade da MO poderia ser explicada pela menor concentragdo de carboidratos
ndo fibrosos na dieta com FT. De acordo com Ipharraguerre et al. (2002), a taxa de
passagem pelo rumen pode ter aumentado para manter o consumo e,embora a dieta
contendo FT ndo tenha diferido entre as demais em relacdo a digestibilidade da FDN,
pode ter ocorrido fermentagdo microbiana compensatéria da FDN no intestino grosso.
Com a excecdo de alguns oligossacarideos, amido e agucares sdo passiveis de digestao e
absor¢ao no duodeno, enquanto sacarideos ndo amilaceos, como pectina, hemicelulose e
celulose, somente sdo digeridas por enzimas microbianas, o que pode também
parcialmente explicar a menor digestibilidade dos CHOT da dieta FT.

A menor digestibilidade da FDN verificada na dieta com milho pode ser explicada
pelo maior concentragdo de CNF na dieta (Tabela 1). Batajoo & Shaver (1994)
observaram que a menor digestibilidade da FDN nas dietas com alto contetido de CNF
foi associada ao menor pH, maior concentragio de AGV e menor taxa
acetato:propionato, quando variou o contetido da dieta de 24 a 42% de CNF. Isto
também sugere que tenha ocorrido maior pH, maior propor¢ao de acetato e menor de
propionato nas dietas contendo polpa e farelo de trigo.

A produgdo de nitrogénio microbiano nao foi alterada em fungdo da presenca de
6leo, embora tenha apresentado valor 4,0% maior. Observaram-se tendéncia (P=0,12)

para maior sintese microbiana na dieta com MI em relagdo a dieta com FT (253,4 vs
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226,5 g N/dia) e PC foi intermediario as duas (237,5 g N/dia), justificando-se pela
diferenca entre os conteidos de CNF nas dietas e a diferente composi¢ao dos
carboidratos do concentrado. Hall (2001) sugere que o crescimento microbiano ¢
diferente dependendo do perfil dos carboidratos disponiveis a fermentagdo, como
amido, pectina e agucares, indicando que tanto a qualidade como a quantidade de
proteina microbiana que chega ao duodeno pode ser alterada.

A partir dos ensaios de digestibilidade calculou-se o valor do NDT observado das
dietas, apresentando valores médios de 68,5 e 72,2%, respectivamente, para as dietas
sem e com Oleo.

A producdo de leite e a produgdo de leite corrigida para proteina e gordura
respectivamente 23,5 e 22,6 kg/dia (Tabela 4), ndo apresentaram resposta em relagdo a
fonte de carboidrato ou a presenga de 6leo de soja. Em outros experimentos (Bernard &
MacNeill, 1991; Assis, 2001; Soares, 2002), a substituicdo do milho por polpa citrica ou
farelo de trigo ndo apresentou diferencgas na producao de leite ou produgao corrigida em
vacas de média producdo. Entretanto, aqueles subprodutos ndo t€ém assegurado a mesma
producgdo de leite quando estes substituem o milho na dieta de vacas de alta producao
(Sutton et al., 1987; Solomon et al., 2000; Broderick et al., 2002).

Em relacdo ao o6leo, a literatura tem divergido quanto as respostas com a
suplementagdo de lipidios para vacas de leite, ¢ depende da fase da lactagdo, da fonte e
do nivel utilizado, além da possibilidade do maior aporte de energia na dieta ser
direcionado a outras fungdes fisiologicas, como a manutengcdo dos tecidos ou a
reproducdo (Palmquist, 1994). Embora ndo tenha apresentado diferencas sobre a
produgdo, a redu¢do no consumo permitiu que as dietas com o6leo apresentassem maior

eficiéncia alimentar (9,8%), ndo se observando efeito para as fontes de carboidratos.
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Tabela 4 — Produgao de leite corrigida (PLcorr) ou ndo (PL), eficiéncia da produgdo de
leite (EfPL, kg leite/CMS), percentagens e produgcdo de gordura e de
proteina, percentagens de lactose e de extrato seco desengordurado (ESD),
relacdo proteina:gordura (RPG) e concentracdo de energia liquida no leite de
vacas alimentadas com diferentes carboidratos no concentrado combinado
com Oleo de soja

e Fonte de carboidratos ' Oleo de soja
MI FT PC P>F 0% 225% P>F

PL, kg/dia 24,0 23,0 23,7 08114 232 23,8 0,7587
PLcorr, kg/dia 23,0 22,0 22,8 0,8085 22,7 22,5 0,8836
EfPL 1,31 1,27 1,31 0,7899 123°  1,35*  0,1026
Gordura, % 3,25 3,24 322 09025 334 3,13 0,0052

emkg/dia 0,780 0,740 0,760  0,7823 0,778 0,742  0,4525
Proteina, % 3,08 3,13 3,19 0,2140 3,13 3,13 0,8944

emkg/dia 0,740 0,715 0,752 0,7898 0,728 0,744 0,7274
RPG 0,95 0,97 1,00 03797 0,94°  1,00® 0,0298
Lactose, % 43748 434B 453"  0,0497 4,49*  433° 00166
ESD, % 11,69 11,64 11,83 0,4181 12,05* 11,31° 0,0001
EL, Mcal/kg 0,643 0,644 0652 0,5398  0,659% 0,633 0,0011

EL, Mcal/dia 15,44 14,71 15,42 0,7549 15,25 15,04 0,7435

"MI = milho; FT = farelo de trigo; PC = polpa citrica;
" letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,10);
A Bletras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,10).

As percentagens e producao de proteina e gordura ndo foram influenciadas pela
fonte de carboidrato. No entanto, o teor de gordura do leite de dietas contendo 6leo foi
reduzido, indicando a formacao do isomero trans-10 Cig.; € seu CLA correlato durante a
bio-hidrogenacao dos acidos graxos no ramen (Eifert, 2003, Capitulo 5). O CLA trans
10 cis-12 Cigp € o trans-10 Cyg.; sdo formados no rimen a partir da bio-hidrogenagao
ruminal do 4cido linol¢€ico e estdo relacionados a inibicao da sintese de novo na glandula
mamaria por reduzir a atividade de enzimas chave, como a acetil-CoA carboxilase e

acido graxo sintetase (Baumgard et al., 2002).
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Nas dietas contendo 6leo, a reducao na gordura do leite foi acompanhada por um
pequeno acréscimo na producao de leite (23,8 vs 23,2 kg/dia), permitindo similares
producdes de gordura entre os tratamentos com e sem 0leo. A presenca de 6leo também
aumentou a relagao proteina:gordura, o que ¢ interessante para a industria alimenticia na
fabricagdo de derivados do leite € em regides onde existem cotas para gordura.

A concentragdo de lactose e de ESD foi reduzida nas dietas contendo o6leo.
Lactose também diminuiu em relagdo a fonte de carboidrato utilizado, com FT
apresentando menor conteutdo em relagdo a PC. Lactose ¢ o mais importante
constituinte osmético do leite, por estar associado com a secre¢do de dgua e ao volume
de leite produzido e é dependente de glicose para sua sintese. Glicose pode ser originada
a partir do propionato do rimen, do amido absorvido no intestino ou da formacao de
glicose a partir da gliconeogénese. O menor contudo de lactose nas dietas com FT
sugere a deficiéncia de precursores de glicose, confirmando a tendéncia & menor
produgdo de leite que as demais dietas.

Em razdo das diferentes propor¢des dos constituintes do leite, a concentragio de
energia liquida no leite e a sua excre¢do diaria ndo foram alteradas pela fonte de
carboidrato. Por outro lado, as menores concentracdes de lactose e de gordura
verificadas no leite das vacas das dietas com 6leo proporcionaram um leite com menor
concentragdo caldrica, embora ndo tenham diferido entre si na excrec¢ao total de EL por
dia, o que sugere que houve efeito de diluicdo, e que apesar da pequena resposta, a

reducdo na concentracao energética foi compensada com uma maior produgdo de leite.
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Conclusodes

O milho pode ser substituido pela polpa citrica ou pelo farelo de trigo na
composi¢ao do concentrado de vacas de média produgao, sem influenciar o consumo ¢ a
producdao do leite. Entretanto, em virtude das menores taxas de digestdo, sintese
microbiana e propor¢do de lactose, o farelo de trigo deve ser recomendado com cautela
para a inclusdo como o principal ingrediente no concentrado para vacas de alta
produgao.

A utilizagdo de 6leo de soja em baixos niveis na dieta reduz o consumo alimentar
permitindo maior eficiéncia na producdo de leite. A inclusdo de o6leo de soja altera a
composi¢ao do leite, principalmente sobre a concentragdo de gordura e a relagdo

proteina:gordura.

93



Literatura citada

AGRICULTURAL AND FOOD RESEARCH (AFRC). Energy and protein
requirements of ruminants. Wallingford, U.K., CAB International. 1993.

ALLEN, M.S. Effects of diet on short-term regulation of feed intake by lactating dairy
cattle. Journal of Dairy Science, v. 83, p.1598-1624, 2000.

ASSIS, A.J. Polpa citrica em dietas de vacas em lactacdo. Vigosa, MG:UFV, 2001.
41 p. Tese (Mestrado em Zootecnia) — Universidade Federal de Vigosa, 2001.

BATAJOO, K.K.; SHAVER, R.D. Impact of nonfiber carbohydrate on intake,
digestion, and milk production by dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 77, p.
1580-1588, 1994.

BATEMAN, H.G.; JENKINS, T.C. Influence of soybean oil in high fiber diets fed to
nonlactating cows on ruminal unsaturated fatty acids and nutrient digestibility.
Journal of Dairy Science, v. 81, p.2451-2458, 1998.

BAUMGARD, L.H.; MATITASHVILI, E.; CORL, B.A. et al. Trans-10, cis-12
Conjugated linoleic acid decreases lipogenic rates and expression of genes
involved in milk lipid synthesis in dairy cows. Journal of Dairy Science, v. 85, p.
2155-2163, 2002.

BERNARD, J.K.; MCNEILL, W.W. Effect of high fiber energy supplements on
nutrient digestibility and milk production of lactating dairy cows. Journal of
Dairy Science, v. 74, p. 991-995, 1991.

CHEN, X.B.; GOMES, M.J. Estimation of microbial protein supply to sheep and cattle
based on urinary excretion of purine derivatives - an overview of technical details.
(Occasional publication) INTERNATIONAL FEED RESEARCH UNIT.
Bucksburnd, Aberdeen:Rowett Research Institute. 21p., 1992.

BEN-GHEDALIA, D.; YOSEF, E.; MIRON, J. et al. The effects of starch and pectin-
rich diets on quantitative aspects of digestion in sheep. Animal Feed Science and
Technology, v. 24, p. 289-298, 1989.

BRODERICK, G.A..; MERTENS, D.R.; SIMONS, R. Efficacy of carbohydrate sources
for milk production by cows fed diets based on alfalfa silage. Journal of Dairy
Science, v. 85, p. 1767-1776, 2002.

COCHRAN, R.C.; ADAMS, D.C.; WALLACE, J.D. et al. Predicting digestibility of
different diets with internal markers: Evaluation of four potential markers.
Journal of Animal Science, v.63, p.1476-1483, 1986.

DURAND, M.; DUMAY, C.; BEAUMATIN, P. et al. Use of the rumen simulation
technique (rusitec) to compare microbial digestion of various by-products.
Animal Feed Science and Technology, v.21, p. 197-204, 1988.

EIFERT, E.C. Fontes de carboidratos, 6leo de soja e monensina sédica para vacas
lactantes: desempenho, digestibilidade, paréametros ruminais e perfil de
acidos graxos do leite. Vigosa, MG:UFV, 2004. 117 p. Tese (Doutorado em
Zootecnia) — Universidade Federal de Vigosa, 2004.

HALL, M.B. Recentes avancos em carboidratos nao fibrosos na alimentacdo de vacas
leiteiras. In: SIMPOSIO INTERNACIONAL EM BOVINOCULTURA DE

94



LEITE: NOVOS CONCEITOS EM NUTRICAO, 2, 2001, Lavras. Anais...
Lavras: Universidade Federal de Lavras, 2001. p.149-159.

HESS, B.W.; KRYSL, L.J.; JUDKINS, M.B. et al. Supplemental cracked corn or wheat
bran for steers grazing endophyte-free fescue pasture: effects on live weight gain,
nutrient quality, forage intake, particulate and fluid kinetics, ruminal fermentation,
and digestion. Journal of Animal Science, v. 74, p. 1116-1125, 1996.

IPHARRAGUERRE, L.R.; IPHARRAGUERRE, R.R.; CLARK, J.H. Performance of
lactating dairy cows fed varying amounts of soyhulls as a replacement for corn
grain. Journal of Dairy Science, v. 85, p. 2905-2912, 2002.

JENKINS, T.C. Symposium: Advances in ruminant lipid metabolism - Lipid
metabolism in the rumen. Journal of Dairy Science, v.76, p. 3851-3863, 1993.

LEIVA, E.; HALL, M.B.; Van HORN, H.H. Performance of dairy cattle fed citrus pulp
or corn products as source of neutral detergent-soluble carbohydrates. Journal of
Dairy Science, v.83, p. 2866-2875, 2000.

MERTENS, D.R. Regulation of forage intake. In: FAHEY JR., G.C., (Ed.) Forage
quality, evaluation and utilization. American Society of Agronomy.
NATIONAL CONFERENCE ON FORAGE QUALITY, EVALUATION AND
UTILIZATION, 1994. p.450-493.

NAGARAJA, T.G.; NEWBOLD, C.J.; VAN NEVEL, C.J., et al. Manipulation of
ruminal fermentation. In: Hobson, P.N., Stewart, C.S. (Ed.). The rumen
microbial ecosystem. Blackie Academic & Professional, 2° edition, Great Britain.
p.524-632, 1997.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL — NRC. Nutrient requirements of dairy cattle.
7 ed. Washington, DC: National Academy, 2001. 381p.

PALMQUIST, D.L. The role of dietary fats in efficiency of ruminants. Conference:
regulating lipids metabolism to increase productive efficiency. Journal of
Nutrition, v. 124, p.1377S-1382S, 1994.

RENNO, L.N. Consumo, digestibilidade total e parcial, producdo microbiana,
parametros ruminais e excre¢fes de uréia e creatinina em novilhos
alimentados com dietas contendo quatro niveis de uréia ou dois niveis de
proteina. Vigosa, MG:UFV, 2003. 252 p. Tese (Doutorado em Zootecnia) —
Universidade Federal de Vigosa, 2003.

SAS / STAT. User’s guide, Version 6.12 Fourth Edition, vol. 1. SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA. February, 890 p., 1999.

SILVA, D.J.; QUEIROZ, A.C. Analise de Alimentos (Métodos quimicos e
bioldgicos). Vigosa: UFV, Impr. Univ., 2002. 235p.

SNIFFEN, C.J.; O’CONNOR, J.D.; VAN SOEST, P.J. et al. A net carbohydrate and
protein system for evaluating cattle diets: II- Carbohydrate and protein
availability. Journal of Animal Science, v.70, p.3562-3577, 1992.

SOARES, C.A. Utilizacao do farelo de trigo em substituicdo ao fuba de milho na
dieta de vacas em lactacdo. Vigosa, MG:UFV, 2002. 41 p. Tese (Mestrado em
Zootecnia) — Universidade Federal de Vigosa, 2002.

SOLOMON, R.; CHASE, L.E.; BEN-GHEDALIA D. et al. The effect of nonstructural
carbohydrate and addition of full fat extruded soybeans on the concentration of

95



conjugated linoleic acid in the milk fat of dairy cows. Journal of Dairy Science,
v. 83, p.1322-1329, 2000.

SUTTON, J. D.; BINES, J.A.; MORANT, J.D. et al. A comparison of starchy and
fibrous concentrates for milk production, energy utilization and hay intake by
Friesian cows. Journal of Agricultural Science, v. 109, p. 375-386, 1987.

VALADARES, R.F.D.; BRODERICK, G.A.; VALADARES FILHO, S.C. et al. Effect
of replacing alfafa silage with high moisture corn on ruminal protein synthesis
estimated from excretion of total purine derivates. Journal of Dairy Science,
v.82,p.2686-2696, 1999.

VAN SOEST, P.J.; ROBERTSON, J.B.; LEWIS, B.A. Methods for dietary fiber, and
nonstarch polysaccharides in relation to animal nutrition. Journal of Dairy
Science, v.74, p.3583-3597, 1991.

VAN SOEST, P.J. Soluble carbohydrates and the non-fiber components of feeds. Large
Animal Veterinary, v. 40, p. 44-46, 1987.

VERBIC, J.; CHEN, X.B.; MACLEOD, N.A. et al. Excretion of purine derivatives by
ruminants: Effect of microbial nucleic acid infusion on purine derivative excretion
by steers. Journal of Agricultural Science, v.114, p.243-248, 1990.

96



Perfil de Acidos Graxos e Contetido de CLA no Leite de Vacas Alimentadas com a

Combinac&o de Oleo de Soja e Fontes de Carboidratos na Dieta

Resumo: O trabalho foi realizado no Setor de Bovinos de Leite da UFV
utilizando-se 12 vacas lactantes holandés cruzadas, em quatro quadrados latinos 3x3,
avaliando-se os efeitos de diferentes dietas sobre o perfil dos acidos graxos (AG) e o
conteudo de CLA no leite. Os tratamentos consistiram de concentrados formulados com
milho (MI), ou sua total substituicdo por farelo de trigo (FT) ou polpa citrica (PC),
estando associados ou ndo a inclusdo de oleo de soja (0 e 2,25%), perfazendo um
delineamento fatorial 3x2. Os animais foram selecionados aos pares, de acordo com o
histérico de produgdo, estdgio de lactacdo e numero de parigdes, onde cada qual foi
alojado em um quadrado latino com e outro sem 6leo na dieta. A andlise cromatografica
indicou que mais de 95% dos acidos graxos foram recuperados. Nao foi verificada
interagdo significativa (P>0,05) entre a presenca de 6leo e a fonte de carboidratos em
qualquer variavel avaliada, com exce¢do das concentragdes de trams-10 Cig; € a
proporcao de trans-10 Cyg.; e trans-11 Cig.; nos totais trans- Cis.; do leite. A fonte de
carboidrato utilizada nao influenciou o perfil de acidos graxos do leite ou o teor de
CLA. A inclusdo de 6leo de soja aumentou a insaturagdo do leite em 35% e reduziu os
AG saturados em 14%, principalmente sobre os AG de cadeia curta (9,66 vs 7,59 g/100
g) e 0s AG de cadeia média (51,80 vs 40,86 g/100 g). O 6leo aumentou os AG de cadeia
longa (32,17 vs 46,47 g/100 g), principalmente C;z.0 (13,63 vs 9,44 g/100 g), Cis;
(20,28 vs 29,74 g/100 g) e Cis:2 (2,16 vs 2,92 g/100 g). A concentragdo de CLA cis-9
trans-11 Cys.» fol aumentada em 230 % (0,46 vs 1,06 g/100 g) na presenca de 6leo. A
concentracdo dos AG cis e trans-Cig.;. também foi aumentada, ¢ trans-11 C;g.; foi o
principal isdmero frans, embora trans-10 Cg.; tenha se elevado de 0,28 para 1,11 g/100
g na presenca de o6leo, sendo dependente da fonte de carboidrato. MI, FT e PC
apresentaram conteudos deste isomero semelhantes, mas na presenca de 6leo, MI e FT
apresentaram valores muito superiores a PC, indicando diferentes rotas de bio-
hidrogenacdo. Os contetidos de trans-10 C;s.; sdo coerentes com a reducdo no teor de

gordura do leite.

Palavras-chave: bio-hidrogenacdo, composicao do leite, farelo de trigo, lipidios, polpa

citrica, sintese de novo.
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Introducgéo

E crescente o nimero de informagdes a respeito da influéncia da gordura do leite e
da carne de ruminantes sobre a saude humana. Embora o leite de bovinos apresente alta
concentracdo de acidos graxos saturados, como os oriundos da sintese de novo, a
literatura tem indicado que no perfil da gordura do leite ha varios compostos benéficos a
saude humana. Parodi (1999) enumerou uma série de compostos anticarcinogénicos
presentes na gordura do leite, como o 4cido linoléico conjugado (CLA), esfingomielina,
acido butirico, éteres lipidicos, B-caroteno e as vitaminas A e D. Especificamente em
relacdo aos isomeros do CLA, efeitos anticarcinogénicos, antidiabéticos, modulaciao do
sistema imune, parti¢ao da energia, ¢ reducdo no desenvolvimento de aterosclerose t€ém
sido reportados (Bauman et al., 2000) e elevar o conteido de CLA tem-se tornado o
foco de inimeras pesquisas recentemente.

O CLA na carne e no leite de ruminantes tem origem a partir do CLA resultante
da parcial bio-hidrogenag¢ao ruminal do acido linoléico e da sintese endogena a partir da
acdo da enzima A’-desaturase sobre o trans-11 Cig.1 na glandula mamaria, outro acido
graxo intermediario da bio-hidrogenagao ruminal (Lawson et al., 2001).

Para Bauman et al. (2000), cerca de 80% do CLA encontrado no leite € o isomero
cis-9 trans-11 Cig.. Estes autores tém estudado os fatores dietéticos que podem
aumentar a concentracdo de CLA na gordura do leite, envolvendo a adi¢do de lipidios
na dieta, alteragdo de forragem e concentrado, utilizacdo de ionoforos e tampoes, € a
utilizagdo de pastagem, entre outros. Sem duvida, as maiores respostas sdo observadas
quando o acido linoléico ¢ adicionado a dieta.

Por vezes, tratamentos dietéticos que elevam o teor de CLA simultaneamente

reduzem o teor de gordura do leite. Dhiman et al. (2000) observaram um aumento de
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237% no conteudo de CLA em dietas contendo 2,5% de dleo de soja, porém foi
acompanhado por uma redu¢do de 23% no teor de gordura do leite. Dietas contendo
altas quantidades de graos ou graos acompanhados de lipidios insaturados causam
redu¢do na gordura do leite, com aumentos nos AG trans-C;s.;, diminui¢do nas
concentragdes de trans-11 Cig.; € concomitante aumento nas concentragoes de frans-10
Cis.1 (Piperova et al., 2000).

Para Griinari et al. (1998), situa¢des dietéticas onde o ambiente ruminal é
alterado, por exemplo baixa fibra efetiva e alta quantidade de graos, podem reduzir o pH
ruminal e alterar a populagdo microbiana levando a um desvio das rotas usuais de bio-
hidrogenagdo ruminal, alterando a formacao de cis-9 trans-11 Cys;; e trans-11 Cyg.; para
a formagdo de trans-10 cis-12 Cig, € trans-10 Cjg.; como principais intermediarios da
bio-hidrogena¢do do &cido linoléico. Trams-10 cis-12 Cigo e trans-10 Cig; estdo
envolvidos na inibi¢do da atividade das enzimas acetil CoA carboxilase e 4cido graxo
sintetase na glandula mamaria, responsavel pela sintese de novo dos AG com até¢ 16
carbonos (Piperova et al., 2000; Baumgard et al., 2002).

Os efeitos de diferentes fontes de carboidratos sobre o perfil de acidos graxos e o
conteudo de CLA do leite tém sido pouco estudados. Solomon et al. (2000) ndo
observaram interagdo entre graos de soja extrusados ¢ a fonte de carboidrato sobre o
contetdo de CLA do leite, quando o milho foi substituido por polpa citrica no
concentrado. A substitui¢do do amido do milho por pectina da polpa citrica tem alterado
os padroes de fermenta¢do ruminal, levando a uma maior formagao de acetato e menor
de propionato (Hall, 2001), mantendo o pH do rimen mais alto (Leiva et al., 2000).
Solomon et al. (2000) utilizaram graos de soja extrusados como substrato a bio-
hidrogenacdo para aumentar o contetido de CLA, pois esta fonte ¢ considerada inerte

sobre a populacdo microbiana no rumen. Butyrivibrio fibrisolvens € uma espécie
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bacteriana gram-negativa pertencente ao grupo A, responsavel por converter o acido
linoléico em CLA, ¢ ¢é bastante versatil em relacdo a fermentagdo de diferentes
substratos, podendo fermentar pectina, amido, hemicelulose e celulose,
conseqiientemente, produzindo diferentes produtos finais da fermentagdo (Solomon et
al., 2000).

A utilizacdo de Oleos insaturados tem apresentado efeitos sobre a populagdo
microbiana ao alterar a atividade da populagdo celulolitica, influenciando a
digestibilidade ruminal da fibra (Jenkins, 1993; Eifert, 2004, Capitulo 1). Assim, 6leo
de soja pode apresentar efeitos diferentes aos graos de soja extrusados, principalmente
sobre a atividade das bactérias ruminais, como Butyrivibrio fibrisolvens, podendo
alterar a formagao de CLA e o processo de bio-hidrogenagao.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da combinagdo de dleo
de soja com diferentes fontes de carboidratos no concentrado sobre o perfil de acidos

graxos e o conteudo de CLA da gordura do leite.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Setor de Pesquisa e Ensino em Gado de Leite do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, no periodo
compreendido entre dezembro de 2001 e margo de 2002.

Foram utilizadas 12 vacas multiparas lactantes, 7/8 Holandés Gir, com 86 dias em
lactagdo, dispostas em quatro quadrados latinos 3x3. Os animais foram escolhidos aos
pares e cada um alojado em um dos quadrados, de acordo com o historico prévio de

produgdo de leite, estagio de lactacdo e nimero de parigdes.
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Os tratamentos consistiram da substituicdo total do milho no concentrado (MI)
por farelo de trigo (FT) ou polpa citrica (PC), associados ou ndo ao 6leo de soja (0 e
2,25% de 6leo de soja). Assim, o delineamento foi um ensaio fatorial 3x2, com dois
niveis de 6leo e trés fontes de carboidratos.

Tabela 1 — Proporcdo dos ingredientes e composicdo bromatologica das dietas
experimentais

Fonte de carboidratos

Item MI __FT PC
Oleo de soja
0% 2,25% 0% 2,25% 0% 2,25%
Proporcao dos ingredientes, %
Silagem de milho 55,19 55,04 55,36 55,10 55,27 55,05
Farelo de soja 19,78 20,35 14,09 15,37 21,45 21,88
Fuba de milho 23,28 20,61 - - - -
Farelo de trigo - - 28,99 25,71 - -
Polpa citrica - - - - 21,81 19,34
Calcario calcitico 0,77 0,77 0,95 0,95 - -
Fosfato bicalcico 0,36 0,36 - - 0,86 0,86
Sal comum 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
Oleo de soja’ - 2,25 - 2,25 - 2,25
Composicao bromatologica, %

MO 93,06 93,24 93,36 93,53 94,03 94,12
PB 14,70 14,98 15,73 15,92 15,58 15,78
EE 2,80 4,93 2,81 4,95 2,42 4,60
FDN 35,28 35,05 45,40 43,99 38,24 37,65
FDA 20,34 20,25 25,96 25,22 22,57 22,21
CNF 40,28 38,28 29,42 28,67 38,73 36,09
NDT * 72,96 75,09 68,51 71,18 71,12 73,50

"6leo de soja foi misturado ao concentrado
2 NDT calculado a partir do NRC (2001)

Cada periodo experimental teve duracdo de 17 dias, sendo 10 para adaptacdo e
sete dias de coleta das amostras e dos resultados. Os animais foram alojados em baias

individuais, tipo ‘tie-stall’, alimentados e ordenhados duas vezes ao dia, com controle
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diario de oferta e sobras dos alimentos. As dietas continham 55,2% de silagem de milho
e 44,8% de concentrado, e em média, 15,5% de PB e 39,3% de FDN (Tabela 1). As
dietas foram formuladas a partir do NRC (2001) para atender as necessidades de vacas
produzindo 20 kg/dia de leite.

A producdo de leite foi medida diariamente e amostras do leite de dois dias de
ordenha consecutivos foram retiradas para a avaliagdo da composi¢do do leite. A
composi¢ao do leite foi obtida no Laboratorio de Qualidade do Leite da EMBRAPA
Gado de Leite através da analise do infravermelho em um aparelho Bentley 2000.

Uma aliquota de 2 % da producao de leite foi retirada e congelada para a posterior
analise do perfil de 4cidos graxos do leite. A extracdo da gordura foi baseada no método
descrito por Nourooz-Zadeh & Appelqvist (1988). Para tal, 17 mL de leite (em
duplicata) foram transferidos para um funil de separagdo, com acréscimo de 30 ml de
isopropanol. Apds agitacdo, foram acrescentados 22,5 ml de hexano, agitado por mais
trés minutos. A mistura foi centrifugada a 2520 g por 5 minutos na temperatura de 5°C.
A camada superior foi transferida para outro funil de separacdo. A camada inferior foi
extraida mais duas vezes com 22,5 ml de hexano, e esses extratos foram adicionados ao
primeiro. A agua foi retirada dos extratos com a adi¢do de 15 ml de Na,SO4 0,47 M. A
camada de hexano foi coletada em frasco, e evaporada a 50°C em evaporador rotativo
com fluxo de nitrogénio continuo. O residuo foi dissolvido em 50 ml de cloroférmio e
seco com Na,SQOy anidro.

A transesterificacdo dos acidos graxos foi realizada conforme descrito por Christie
(1982). O perfil de acidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa utilizando
uma coluna capilar de 100 m de silica fundida (SP-2560) e detector de ionizagdo de
chama (FID). A corrida teve uma duragao de 70 minutos, utilizando-se nitrogénio como

gas de arraste a um fluxo de 40 ml/minuto. Uma manteiga padrio (CRM 164;
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Commission of the European Communities, Community Bureau of Reference, Brussels,
Belgium) foi utilizada para determinar os fatores de recuperagdo para os acidos graxos,
cujas concentragdes foram expressas em g/100g de acidos graxos totais. As analises
cromatograficas e o processo de transesterificacdo dos acidos graxos do leite foram
realizados no Laboratorio de Nutrigao ¢ Crescimento Animal da ESALQ-USP.

Os dados foram submetidos a analise estatistica com o auxilio do programa
estatistico SAS (1999), avaliando-se os efeitos da fonte de carboidratos, 6leo ¢ a
interagdo; além dos efeitos de animal, quadrado, animal dentro de quadrado e periodo.

Adotou-se o nivel de significancia de 10% na comparacao dos resultados.

Resultados e discussao

Tabela 2 — Consumo de matéria seca (CMS), producao (PL) e teor de gordura no leite
de vacas alimentadas com diferentes carboidratos no concentrado combinado
com Oleo de soja

Fonte de carboidratos ' Oleo de soja
Item
MI FT PC P>F 0% 2,25%  P>F
CMS, kg/dia 18,4 18,3 18,4  0,9911 19,0° 178"  0,0668
PL, kg/dia 24,0 23,0 23,7 08114 23,2 23,8 0,7587
Gordura, % 3,25 3,24 3,22 0,9025 334%  3,13°  0,0052

"MI = milho; FT = farelo de trigo; PC = polpa citrica
% letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,10)

A Tabela 2 apresenta os valores médios observados para o consumo de matéria
seca, a produgdo de leite e o teor de gordura do leite das vacas alimentadas com
diferentes fontes de carboidratos combinados com 6leo de soja. A producdo de leite, o
teor de gordura e o consumo ndo foram influenciados pelas fontes de carboidratos, mas
o consumo e o teor de gordura do leite reduziram na presenca de 6leo. A discussdo

destas variaveis foi realizada em outro trabalho (Eifert 2003, Capitulo 4), mas justifica-
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se sua presenga em funcao da reducao no teor de gordura do leite na presenca de 6leo e

seu relacionamento com o perfil dos &cidos graxos observados.

Tabela 3 — Perfil dos acidos graxos do leite de vacas alimentadas com a combinagao de
6leo de soja e fontes de carboidratos, em g/100g

Fonte de carboidratos ' Oleo de soja

Item
MI FT PC P>F 0% 2,25% P>F

Cadeia curta 2 8,44 8,72 8,71  0,7687 9,66*  7,59° 0,0001
Cadeiamédia® 45,81 47,85 4534 03397  51,80* 40,86° 0,0001
Cadeialonga® 38,90 38,61 40,44 0,6345 32,17%  46,47° 0,0001
Cadeia impar > 3,08 2,82 2,93 0,2467 3,19 2,70°  0,0007

Saturados 63,78 66,32 63,71  0,1461 68,71* 60,50 0,0001
Insaturados 30,78 30,59 32,50  0,2999 26,45* 36,12° 0,0001
MUFA ° 27,98 28,04 29,51  0,3378 24,12*  32,89° 0,0001
PUFA ’ 2,66 2,81 2,97 0,6485 2,43% 320"  0,0087

Recuperados 94,18 96,89 95,89  0,1823 95,08 96,22 0,3502

P letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
! MI= milho; FT= farelo de trigo; PC= polpa citrica
2 > Cs—Cio; 32 Ciy —Cig; 4 > Ci7 —Cap; 52 Ci3, Ci5,Ci7; % 4cidos graxos monoinsaturados; 7 4cidos graxos poliinsaturados

A Tabela 3 indica que mais de 95% dos 4cidos graxos foram recuperados na
analise cromatografica. Os diferentes carboidratos nao influenciaram o perfil da gordura
do leite (Tabela 3) e as maiores alteragdes foram verificadas quando o oleo foi
adicionado as dietas. A inclusdo de 6leo de soja reduziu a concentracdo dos acidos
graxos de cadeia curta e cadeia média em 27%, em média. O detalhamento dos AG de
cadeias média e curta estd presente na Tabela 4. Todos os 4cidos graxos de cadeia média
(C12-Ci¢) e curta (C4-Cyp) foram reduzidos na presenca do 6leo, com excecdo do 4cido
butirico (Cs.0), que pode ser incorporado diretamente apds o B-hidroxibutirato sofrer B-
reducdo, nao dependendo da participagdo de malonil-CoA ou da agdo da acetil CoA

carboxilase (Fox & McSweeney, 1998). A consisténcia nas propor¢oes de butirato ¢
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interessante, particularmente devido aos efeitos positivos do acido butirico sobre a

saude humana (Parodi, 1999; Chilliard et al., 2000).

Tabela 4 — Perfil dos acidos graxos do leite de vacas alimentadas com a combinagao de
6leo de soja e fontes de carboidratos, em g/100g

Fonte de carboidratos Oleo de soja

ftem MI FT PC P>F 0% 2,25%  P>F

Cao 3,50 3,33 3,56  0,5196 3,58 3,34 0,1576
Ceo 2,26 2,16 226 0,5697 2,50°  1,56° 0,0001
Cs.o 1,24 1,20 1,22 0,8140 1,42 1,02°  0,0001
Cio0 2,48 2,51 247 09734 2,94% 2,03  0,0001
Cion 0,29 0,25 0,27  0,4784 0,34 0,20° 0,0001
Cia:0 2,83 2,87 2,72 0,7214 3,30 2,30°  0,0001
Ciza 0,18 0,18 0,16  0,3210 021* 0,14 0,0001
Cis0 10,01 9,72 9,49  0,5840 10,76*  8,73°  0,0001
Cis01s0 0,20 0,44 0,21 0,3151 0,23* 033" 10,0001
Cia1 Gy 0,99 0,93 0,96  0,8297 1,10°  0,82° 0,0021
Cis0 28,70 28,08 27,07 0,3053 31,03* 24,21 0,0001
Cie0150 0,27 0,25 0,28  0,7484 0,26 0,27  0,5481
Ci6:1Co 1,75 1,66 1,70  0,6180 1,78 1,61  0,1092
Ciz0 0,14 0,12 0,12 0,2690 0,15 0,10 0,0004
Ciso 1,83 1,76 1,75 0,2022 1,99* 1,57 0,0001
Ci70 0,99 0,90 0,98  0,4391 0,98 0,93  0,3973
Ci71 0,38 0,34 0,38  0,5171 0,38 0,35  0,5282
Cis:0 11,69 11,34 11,58  0,9463 9,44* 13,63 10,0001
Cis 24,62 2440 26,00 0,3780 20,28* 29,74° 0,0001
Cisa 2,52 2,41 2,69 0,6764 2,16 2,92° 10,0077
Ciss 0,20 0,24 0,23  0,1612 0,22 0,23  0,4550
>Cig 0,22 0,20 0,18  0,5081 0,20 0,20  0,7680

"' MI=milho; FT= farelo de trigo; PC= polpa citirca

"letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Considerando que o 6leo de soja apresenta cerca de 55% de acido linoléico, 6% de
linolénico e 24% de oléico (Chouinard et al., 1998), as altera¢des nos 4cidos graxos de
cadeias média e curta sao coerentes com as afirmacdes de Grummer (1991), onde AG
de cadeia longa inibem a incorporacao de AG de cadeias média e curta na gordura do
leite, e envolvem a enzima acetil-CoA carboxilase, embora os mecanismos nao estejam
totalmente elucidados. De acordo com Palmquist et al. (1993), acidos graxos de cadeia
longa na dieta ou oriundos da mobiliza¢do corporea resultante do balango energético
negativo (BEN) inibem a sintese de novo na glandula mamaria. Este processo ¢
dinamico e a medida que o animal sai do BEN ha um concomitante incremento de
acidos graxos de seis a 12 carbonos, chegando a um patamar superior a partir da oitava
semana de lactagdo.

A concentracdo dos acidos graxos de cadeia impar ndo foi influenciada pela fonte
de carboidratos, mas a inclusdo de oOleo de soja reduziu sua concentragdo em
aproximadamente 18%, principalmente Cj3.0 e Cys,o (Tabela 4). A principal fonte destes
acidos graxos sdo as bactérias ruminais que sintetizam os acidos graxos a partir dos
acidos graxos volateis de cadeia impar. Pouco se sabe a respeito de como bactérias
regulam a sua composicao lipidica, entretanto, sabe-se que bactérias podem incorporar
diretamente os acidos graxos da dieta. Possivelmente este processo tenha ocorrido, ao
verificar que a sintese de acidos graxos monoinsaturados (Cjo.;) também foi inibida na
presenga de 6leo (Jenkins, 1993). Resultados similares também foram reportados por
Mansbridge & Blake (1997), Chilliard et al. (2000) e Solomon et al. (2000).

Concomitantemente a redug¢do dos AG de cadeias curta e média, os acidos graxos
de cadeia longa aumentaram em 44% na presenca de 6leo. A inclusdo do 6leo de soja
também diminuiu a proporcdo dos acidos graxos saturados em 14% e aumentou a

participagdo dos acidos graxos insaturados, monoinsaturados (MUFA) e poliinsaturados
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(PUFA) em 37, 36 e 32%, respectivamente. Acidos graxos poliinsaturados ndo sio
sintetizados pelos tecidos dos ruminantes e, portanto, sua concentragdo no leite ¢
dependente da quantidade destes acidos graxos que chegam ao duodeno (Chilliard et al.,
2000). Correspondendo ao perfil de acidos graxos do 6leo de soja, observaram-se
aumentos na concentracdo de Cis € Cig; (Tabela 4), embora a suplementagdo com

lipidios insaturados ndo tenha apresentado alteracdo na concentragdo de Cjg.3.

Tabela 5 — Perfil dos acidos graxos cis e trans octadecendicos do leite de vacas
alimentadas com a combinacdo de 6leo de soja e fontes de carboidratos,

(g/100g)
Fonte de carboidratos Oleo de soja

frem MI FT PC P>F 0% 225% P>F

trans-6-8 Cig.| 0,29 0,26 0,29 0,8309 0,19° 038" 0,0005
trans-9 Cig. 0,18 0,20 0,20 0,9151 0,15* 024° 10,0199
trans-11 Cyg. 1,09 0,99 1,59 0,4697 0,78*  1,66° 0,0446
trans-12 Cyg.; 0,32 0,28 0,33 0,7316 0,23* 038" 10,0151
trans-16 Cg. 0,20 0,21 0,19 0,9178 0,13*  027° 0,0004
cis-9 Cig 20,53 20,76 21,67  0,4578 17,55 24,.42° 0,0001
cis-11 Cig.; 0,73 0,91 0,87 0,7535 0,75 0,92  0,4219
cis-12 Cyg. 0,17 0,26 0,23 0,5167 0,15 0,23 0,1251
cis-13 Cys. 0,05 0,04 0,03 0,7751 0,04 0,04 0,9804
cis-15 Cys.1 0,016 0,013 0,005 0,4195 0,003* 0,020° 0,0189
cis- Cig.1 21,49 21,89 2291  0,3215 18,51 25,68° 10,0001
trans-Cig. 2,91 2,73 3,10 0,8933 1,77*  4,06° 0,0013

"' MI= milho; FT= farelo de trigo; PC= polpa citrica; > em %.
" letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05) ;
A Bletras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Oleos adicionados as dietas de ruminantes sdo geralmente altamente bio-
hidrogenados no reticulo-rimen. A bio-hidrogenacao de 6leo de girassol foi de 80% em
vacas lactantes (Kalsheuer et al., 1997) e a hidrogenacao do 4cido linoléico no reticulo —

ramen foi de 75% quando até 8% de o6leo de soja foi adicionado na dieta de vacas secas
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(Bateman & Jenkins, 1998). No presente trabalho, apesar do aumento na concentragdao
de estearico (Cys., Tabela 4), o aumento verificado na concentracao dos acidos graxos
trans-Cys.; indica que a bio-hidrogenagdao nao foi completa no rimen (Tabela 5),
embora seja comum que a extensdo da bio-hidrogenagao aumente com a elevacao do
grau de insaturagdo da dieta (Kalsheuer et al., 1997).

A concentracdo de trans-Cig.; foi aumentada em 230% e a concentracdo de cis-
Cis:1 em 39% quando na presenga de 6leo (Tabela 5). O acido oléico cis-9 Cys.; foi o
principal isdémero cis, sendo resultante tanto da dieta como da agio da A’-desaturase
sobre o acido estearico (Jenkins, 1993), enquanto que o vacénico frans-11 Cjg.; foi o
principal isdmero trans. Se por um lado somente as concentragdes dos acido oléico e de
cis-15 Cyg;; foram aumentadas nos acidos cis, todos os isdmeros trans-Cig.; recuperados
foram aumentados na presenca de 6leo de soja. Cis-15 Cjs.; € originario da bio-
hidrogenacao do acido linolénico e sua concentragdo € proporcional a sua concentragao
no 6leo de soja.

Nos ultimos anos tém-se discutido a respeito do papel dos isdmeros trans gerados
no ramen durante a bio-hidrogenacdo ¢ o acumulo destes isdmeros pode ser fungdo da
menor toxicidade da configuragdo trans comparada com a configuracdo cis as
membranas celulares (Bessa et al., 2000). A rota da bio-hidrogena¢ao do acido linoléico
envolve a formac¢do de um dieno conjugado e posterior formagdo de um isomero trans
até a completa saturagdo a estearico (Cig,9). Embora a formacao de CLA cis-9 trans-11
Cign e de trans-11 Cyg.; esteja envolvida na principal rota de bio-hidrogenagdo, em
situacdes dietéticas especificas, hd o aparecimento de outros dienos e AG trans
correspondentes (Chilliard et al., 2000), o que concorda com o aumento das

concentragdes dos diferentes trans-Cis.; no leite (Tabela 5).
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Griinari et al. (1998) observaram que a combinagao de dietas com baixa fibra, alto
concentrado e presenca de lipidicos insaturados reduziu a concentracao de trans-11 Cys.
e aumentaram a concentracao de trans-10 C;g.; no leite. O menor pH e a alteragdo nos
padrdes de fermentagdo ruminal observados neste trabalho indicam que a populacao
ruminal responsavel pela bio-hidrogenacao do acido linoléico foi alterada, sugerindo
que modificagdes no ambiente ruminal pode levar a rotas alternativas de bio-

hidrogenacao.

Tabela 5 — Efeito da interacdo 6leo de soja e fontes de carboidratos sobre a concentragao
de trans-10 Cig.; e a propor¢do de trans-10 e trans-11 Cjg.; em relagdo aos
acidos graxos trans-octadecendicos totais na gordura do leite de vacas (em
g/100g)

Fonte de carboidrato

Oleo de soja

MI FT PC
trans-10 Cg.1, g/100 g
0 % 0,224 0,224 0,394
2,25 % 1,39 B8 1,365 0,58 B°
Tll/ C18:1 trans, %
0 % 44 44° 461
2,25 % 33Ba 25Ba 5180
TIO/ C]g:l trans, %
0 % 1342 1542 1742
2,25 % 33Ba 42 Ba 175B®

! MI= milho; FT= farelo de trigo; PC= polpa citrica
P letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
A Bletras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

Embora as fontes de carboidratos ndo tenham apresentado diferencas estatisticas
(P>0,10) em relagdo as concentragdes de trans-11 Cig.; no leite, a PC apresentou valores
numericamente maiores (53%), o que poderia ser justificado pelas diferencas nos
padrdes de fermentacao da PC em relacdo ao MI (Solomon et al., 2000; Hall, 2001;

Leiva et al., 2002). Em adi¢do, verificou-se interagdao entre a fonte de carboidratos ¢ a
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presenca de 6leo sobre a concentragdao de trans-10 Cig.; € a propor¢ao de trans-10 e
trans-11 Cys.1 em relacdo aos acidos graxos trans-octadecendicos totais na gordura do
leite (Tabela 6).

Na auséncia de 6leo, a concentracdo de trans-10 C;g.; foi semelhante entre as
fontes de carboidratos, em média, de 0,28 g/100 g (Tabela 6). Em cada fonte de
carboidrato, a concentracdo de frans-10 Cg; foi aumentada na presenca de o6leo, no
entanto, este aumento nao foi similar entre as fontes, com a PC apresentando menores
valores que MI e FT. Este mesmo raciocinio pode ser empregado para explicar a
interagdo nas proporgdes de trans-10 e trans-11 Cis;; em relagdo aos acidos graxos
trans-Cis.1, 0 que reforga que a polpa citrica permitiu um ambiente ruminal mais
apropriado para a rota da bio-hidrogenagdo envolvendo o CLA cis-9 trans-11 Cig €
trans-11 Cig.1.

O maior incremento na concentracdo de trans-10 Cig; quando o oOleo esteve
presente na dieta esta em concordancia com a reducdo no teor de gordura das dietas com
6leo (Tabela 2), embora ndo tenha sido observada interagdo entre 6leo e fonte de
carboidrato para esta varidvel. Como anteriormente apresentado na Tabela 3, a redugdo
no teor de gordura foi devido a uma redugdo dos acidos graxos de cadeia média (27%) e
curta (27%). Bauman & Griinari (2001) indicaram trans-10 C;s.; como o principal
trans-Cs.1 responsavel pela redugdo do teor de gordura do leite, assim como seu dieno
correspondente, o CLA trans-10 cis-12 C;g.. Piperova et al. (2000) observaram que
infusdes no abomaso de CLA trans-10 cis-12 C3., promoviam uma redugao de 43% no
teor de gordura do leite e esta reducdo associava-se a reducao de 61 e 44% na atividade
de duas enzimas chave na sintese de novo, a acetil-CoA carboxilase e a acido graxo

sintetase, respectivamente.
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Apesar da observacao de aumentos na concentragdo de trans-10 Cig.;, a analise
cromatografica ndo identificou a presenga de seu precursor, o CLA trans-10 cis-12 Cys.»
(Tabela 7), sugerindo que o processo de bio-hidrogenagdo sobre este acido graxo foi
intenso ou que a eficiéncia de transferéncia do CLA trans-10 cis-12 Cig., seja baixa em

relagdo a sua concentracao nos fosfolipidios plasmaticos (Loor & Herbein, 2003).

Tabela 6 — Efeito da combinagdo de 6leo de soja e fontes de carboidratos sobre as
concentragdes dos isdmeros do 4cido linoléico e a atividade da enzima A’
desaturase na composic¢ao dos acidos graxos da gordura do leite de vacas

Fonte de carboidratos Oleo de soja

MI FT PC P>F 0% 2,25%  P>F

Item

Isomeros do acido linoléico (Csg.2)
cis-9 cis-12 2,04 1,95 1,97  0,8228 1,86*  2,11°  0,0533
trans-11 cis-15 0,023 0,016 0,013  0,9336 0,001* 0,034° 0,1251
cis-9 trans-11 0,66 0,65 0,99  0,3575 0,46 1,06° 0,0089

trans-10 cis-12  tr? tr tr - tr 0,002° -
Atividade da A’ desaturase

A’ CLA’ 1,45 1,23 1,69  0,3907 1,71 1,48  0,1359

A’ Cig1Co? 0,56 0,55 0,53  0,6869 0,54 0,55 0,5683

A’ Ci1Co° 16,71 16,90 1625 0,7301 17,86* 15,38° 10,0012

A’ Ciyg ® 11,12 11,94 10,75  0,5869 10,17% 12,36 10,0314

A’ Cia” 16,40 15,55 16,84  0,5462 15,87 16,66 04214

Pletras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
! MI= milho; FT= farelo de trigo; PC= polpa citrica; ? tr = tragos;
3 trans-11/cis-9 tl‘(ll’lS-ll; 4 Clg;o/CiS-g; 3 C](,Q/C](,;]; 6 C]4©/C14;1; 7 C12©/C12;];

A concentracao do acido linoléico nao diferiu entre as fontes de carboidratos, mas
aumentou na presenca de 6leo (Tabela 7). O pequeno acréscimo observado (7%) indica
intensa bio-hidrogenacdo do acido linoléico. O dleo também elevou a concentragdo de
trans-11 cis-15, porém, sendo oriundo da bio-hidrogenacdo do 4cido linoléico, sua

pequena participagdo na gordura do leite corresponde a proporc¢ao deste acido na dieta.
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De uma maneira similar a ocorréncia de frans-11 Cig.1, as fontes de carboidratos
nao diferiram entre si (P>0,10) quanto ao conteudo de CLA cis-9 trans-11 C,g.,, embora
a dieta contendo polpa citrica tenha proporcionado contetidos deste CLA 52 % maior
que as dietas que continham MI ou FT. A similaridade das respostas deste CLA com as
observadas para trans-11 Cys.1, indicam a forte influéncia da atividade da A’-desaturase
na incorporagdo do CLA cis-9 trans-11 C,g,. Como discutido anteriormente, o ambiente
ruminal apresentado nas dietas contendo polpa citrica foi propicio ao acimulo de trans-
11 Cis.; como principal intermediario da bio-hidrogenacdo e agdes dietéticas ou de
manejo que aumentem a concentracao deste dcido graxo aumentara o substrato para a
sintese endoégena do CLA. De acordo com Bauman et al. (2000), a sintese enddgena a
partir da agdo da A’-desaturase sobre o trans-11 Cigq € a principal forma de
incorporagdo de CLA cis-9 trans-11 Cig., no leite.

A inclusdo de 6leo de soja na dieta proporcionou aumentos de 230% no contetdo
de CLA cis-9 trans-11 Cig, do leite e concorda com as afirmac¢des de Bauman et al.
(2000) e Chilliard et al. (2000), em que fontes ricas em acido linoléico, como o 6leo de
soja, sdo muito efetivas ao elevar as concentracdes deste CLA. Os valores médios
observados de CLA cis-9 trans-11 C;s., foram de 0,46 ¢ 1,06 g/100 g para a auséncia e
presenga de Oleo, respectivamente. Estes valores concordam com os encontrados por
Dhiman et al. (2000) ao verificarem que a inclusdo de 2,0% de 6leo de soja permitiu
aumentos de CLA em 237%. Chilliard et al. (2000), ao revisarem a literatura, observam
que valores de CLA compreendidos entre 0,8 e 1,6% da gordura do leite sdo esperados
para esta dose de 6leo de soja.

Ainda na Tabela 7 estdo apresentados os valores que estimam a atividade da A’-
desaturase relacionando o precursor € o produto e maiores valores indicam inibi¢do da

atividade desta enzima. Nio verificou-se influéncias da fonte de carboidratos ou do 6leo
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de soja na atividade da A’-desaturase sobre o CLA ou sobre o 4acido oléico, embora a
atividade desta enzima tenha sido aumentada em relagdao ao palmitico (Ci.0) € reduzida

em relacdo ao laurico (Cja.).

Conclusodes

A utilizagdo de milho, polpa citrica ou farelo de trigo no concentrado implica em
poucas alteracdes no perfil de acido graxos do leite. Entretanto, os resultados indicam
que a polpa citrica mantém o ambiente ruminal favoravel ao acimulo de trans-11 Cys;
como o principal dcido graxo trans no ramen, aumentando o fornecimento de substrato
para a sintese endogena de CLA. Possivelmente, respostas mais consistentes em relacdo
a polpa citrica podem ser encontradas quando o nivel de concentrado na dieta for
aumentado.

A presenca de 6leo de soja nas dietas permite alterar o perfil da gordura do leite.
A elevagdo da concentracdo de insaturados e do conteudo de CLA, ¢ o aumento da
participagdo de 4acidos graxos de cadeia longa em detrimento aos 4acidos graxos

saturados oriundos da sintese de novo, melhora a qualidade nutricional do leite.
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3 - CONCLUSOES GERAIS

Tanto 6leo de soja como monensina sdo eficientes ao modificar os padrdes de
fermentagdo ruminal. A combinagdo de 6leo de soja e monensina atuam sobre a mesma
populacdo microbiana e a sensibilidade a acdo da monensina ¢ aumentada na presenga
de oleo.

A adicdo de 6leo de soja em dietas de vacas lactantes ndo apresenta efeitos sobre
a digestibilidade ruminal da FDN e a redug¢do no consumo ¢ devido a maior
concentragdo energética. No entanto, quando combinado com a monensina, hd menor
digestibilidade ruminal da FDN, mas esta ndo justifica sozinha a redu¢do no consumo,
sugerindo que fatores metabolicos estejam associados.

A combinagdo de 6leo de soja e monensina agem de forma aditiva ao diminuir a
produgdo de leite. A monensina nao influencia significativamente o consumo ¢ a
produgdo de leite, mas as diferengas numéricas resultam em maior efici€ncia alimentar.
Nao hé razdes econdmicas para a utilizacdo da combinagao de 6leo e monensina.

Tanto monensina como 6leo de soja alteram a composicao do leite, ¢ a redugao
no teor de gordura do leite ¢ reflexo das quantidades de trans-10 C;s.; gerados no

ramen. O 6leo de soja permite aumentar a insaturagao do leite e reduzir os acidos graxos
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saturados, assim como a monensina, porém em menor magnitude. Os efeitos da
monensina sobre os teores de CLA cis-9 trans-11 Cys.» sdo pequenos, mas sua presenca
altera a bio-hidrogenagao ruminal, aumentando a quantidade de isdmeros trans-C;g.; no
leite.

O milho pode ser substituido por farelo de trigo ou polpa citrica no concentrado
de vacas em lactacdo, no entanto, recomenda-se cautela quanto ao emprego de farelo de
trigo quando o nivel de produgdo for acima de 24 kg/dia.

A utilizagdo de milho, polpa citrica ou farelo de trigo no concentrado implica em
poucas alteracdes no perfil de acido graxos do leite. Entretanto, os resultados indicam
que a polpa citrica mantém o ambiente ruminal favoravel ao acimulo de trans-11 Cys;
como o principal dcido graxo trans no ramen, aumentando o fornecimento de substrato
para a sintese endogena de CLA cis-9 trans-11 Cig,. Assim, este CLA foi aumentado
em 230% quando 6leo de soja esteve presente na dieta.

A fonte de carboidrato utilizada em combinagcdo com o 6leo de soja pode
influenciar a bio-hidrogenag¢ao ruminal e produzir diferentes quantidades de trans-10

Cis:1, tendo conseqiiéncias sobre o teor de gordura do leite.
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