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Resumo

Com o objectivo de avaliar as mudangas no perfil dos acidos gordos (AG) da
gordura do leite, foram seleccionadas 8 vacas na fase média da lacta¢do, da raca
Holstein. Efectuou-se uma transicio do pastoreio, suplementado com 5 kg de
concentrado (Periodo I), para uma dieta composta por 60% de silagem de milho e por
40% de concentrado, com base na matéria seca (MS), designada de racdo completa de
mistura (RCM) (Periodo II), retomando a dieta inicial no Periodo III. A colheita de
amostras e as medicdes foram realizadas no dltimo dia do Periodo III (dia 10) e nos dias
2,4,7,15 e 21 dos Periodos II e III.

A producido de leite e a ingestdo de matéria seca (IMS) foram significativamente
(P<0,001) mais elevadas no Periodo II, relativamente aos Periodos I e III. O teor
butiroso (TB) decresceu significativamente (P<0,001) no Periodo II, enquanto o teor
proteico (TP), a producdo total de gordura (PG), a producao total de proteina (PP) e o
peso vivo (PV), ndo apresentaram diferencas significativas entre periodos. No Periodo
IT (RCM) verificou-se um aumento extremamente rapido do conteido em 4cidos gordos
saturados (AGS), nomeadamente dos AG hipercolesterémicos (C12:0, C14:0 e C16:0) e
do é&cido linoleico, e um decréscimo dos dcidos gordos monoinsaturados (MUFA) e
polinsaturados (PUFA), principalmente do &acido linolénico, do 4cido frans-vacénico
(TVA) e dos conjugados do 4cido linoleico (CLA), principalmente o 4dcido ruménico
(AR). No Periodo III, quando os animais voltaram para a pastagem, verificou-se a
situacdo inversa. A concentragdo do AR aumentou de 0.85 g/100 g de AG totais no
Periodo 11 (RCM), para 1.58 g/100 g de AG totais no Periodo III (pastoreio). O TVA
demonstrou a mesma tendéncia, aumentando de 1.84 para 3.09 g/100 g de AG totais do

Periodo II para o Periodo III.



Abstract

This study was conducted to evaluate the effects on milk composition of
transition from fresh grass diet to a total mixed ration (TMR), and from TMR diet do
fresh grass. The changes in milk fatty acid profile for eight Holstein dairy cows in mid-
lactation were followed via analysis of milk samples collected on day 10 of Period I,
and on days 2, 4, 7, 15 and 21 of Periods II and III. Animals were fed fresh grass
supplemented with 5 kg of concentrate in Periods I and III, and with a TMR composed
of 60% of maize silage and 40% of concentrate, in Period II.

TMR feeding resulted in a significant (P<0,001) increase in milk production, as
well as dry matter intake, compared with grass diet. Milk fat content decreased
(P<0,001) with TMR diet, while, milk fat production, protein production, protein
content and live weight, had no changes after transition. After the first transition, the
unsaturated fatty acids increased, in particular C12:0, C14:0 and C16:0, as well as
linoleic acid. Monounsaturated and polyunsaturated fatty acids decreased, with
particular emphasis to trans-vaccenic acid (TVA) and conjugated linoleic acids (CLA),
particularly, the rumenic acid. After the second transition, the opposite situation
occurred. The concentration of rumenic acid almost doubled in Period III (1.58 g/100 g
total fatty acids) compared with Period II (0.85 g/100 g total fatty acids). The TVA
concentration also increased from 1.84 g/100 g total fatty acids in Period II, to 3.09

g/100 g total fatty acids, in Period III.
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CAPITULO1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1. INTRODUCAO

O arquipélago dos Acores é uma regido leiteira importante no contexto nacional,
uma vez que é responsdvel actualmente por por 33 % da producdo total de leite em
Portugal. O clima atlantico temperado permite que o sistema de producdo seja baseado
na pastagem (Rego et al., 2008a). Um sistema de produgdo baseado na pastagem ¢é
vantajoso, porque aumenta a rentabilidade e reduz os custos (Clark e Kanneganti, 1998).
Contudo, com o melhoramento genético dos animais, a dependéncia de alimentos
compostos aumentou, pois a pastagem ndo assegura, por si sO, todas as necessidades
nutricionais das vacas leiteiras de alta produgao (Kolver e Muller, 1998). A producao de
pastagem no arquipélago nao € uniforme durante todo o ano. Durante os periodos com
défice de pastagem, principalmente no Inverno nas zonas altas e no Verdo nas zonas
baixas, os animais sdo suplementados também com forragens conservadas, sobretudo
silagem de erva, produzida com a erva excedente da Primavera, mas também com
silagem de milho. No continente portugués, as vacas leiteiras estdo confinadas durante o
ano inteiro e sdo alimentadas com dietas baseadas em silagens de milho e

suplementadas com elevadas quantidades de concentrados (Rego et al., 2008a).

O cancro, a aterosclerose, a diabetes, as doengas cardiovasculares (DCV) e a
obesidade sdo alguns dos problemas que actualmente preocupam a sociedade ocidental.
Em 1997, as DCV foram responsaveis por 46% das mortes nos paises desenvolvidos
(WHO, 1998), constituindo a primeira causa de morte nestes paises. A ingestdo de
gorduras estd associada as lesdes e a prevaléncia das DCV, e o tipo de lipidos ingeridos
desempenha um papel importante no aumento da concentragdo plasmaética de colesterol,
constituindo uma das causas do desenvolvimento de lesdes arteriosclerdticas (Bessa,
1999), mas também o consumo de AG trans tem sido associado a um aumento do risco
de ocorréncia de DCV (ASCN/AIN Task Force on Trans Fatty Acids, 1996). J4 em
1968, a primeira das oito recomendacdes feitas pelo “Committee on Nutrition of the
American Heart Association” era para a reducdo da ingestdo de gordura animal
(Kritchevsky, 1998). Entre as restantes recomendacdes, incluiam-se a reducdo de
gorduras saturadas e de colesterol, e o aumento da ingestao de AG insaturados (Bessa,
1999). Actualmente, as recomendacdes alimentares, apelam para uma ingestdo
moderada de gordura, e muitas vezes sdo particularmente restritivas no que respeita aos

acidos gordos saturados (AGS) e/ou a gordura de origem animal. No entanto, é
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indiscutivel que as gorduras da dieta contém AG essenciais e vitaminas soliveis em
gordura essenciais, que tornam a gordura numa componente essencial de uma dieta
equilibrada. Tornou-se evidente nas ultimas décadas, que estas recomendacdes ainda
sdo contemporaneas. Um tépico de recomendagdes de especial interesse para a ciéncia
de lacticinios e para a industria de lacticinios, € o impacto na saide dos AG trans de
ocorréncia natural, que sdo encontrados principalmente nas gorduras dos ruminantes.
Apesar de uma vasta gama de isémeros de AG frans ocorrerem nessas gorduras, apenas
alguns tém sido estudados exaustivamente, principalmente os Conjugados do Acido
Linoleico (CLA) (Van Wijlen e Colombani, 2010).

Os produtos ediveis dos ruminantes, nomeadamente a carne, o leite e os seus
derivados, representam uma frac¢do significativa da dieta humana em muitos paises e
culturas (O’Donnell, 1989). Estes produtos sdo caracterizados pela sua gordura
saturada, o que tem vindo a reduzir o interesse dos consumidores. No entanto, o leite, os
produtos lacteos e as gorduras ediveis dos ruminantes s3o a maior fonte da dieta
humana de C18:2 cis-9,trans-11, o principal isomero de CLA (Griinari e Bauman, 1999;
Salminen, 1998), que estd associado a vdrios efeitos benéficos para a satide humana
(Pariza, 1999). Os isémeros de CLA, pelas suas propriedades benéficas, principalmente
por serem anticancerigenos (Ip et al., 1994a), poderao melhorar a imagem das gorduras
dos ruminantes, perante a opinido publica (Bessa, 1999).

O leite produzido no arquipélago dos Acores € naturalmente enriquecido em
CLA (Rego et al., 2008a). O leite e produtos lacteos produzidos nos Agores possuem
um nivel relativamente elevado em CLA, em especial no que respeita ao isémero cis-
9,trans-11, afirmando-se, portanto, como boas fontes de CLA para a dieta humana

(Pestana et al., 2009).

2. A GORDURA DO LEITE

Os lipidos do leite sdo constituidos principalmente por triacilglicerideos e sao
sintetizados no reticulo endoplasmatico liso a partir de AG e glicerol, como gotas de
variados tamanhos. Segundo Keenan e Patton (1995) e Mather e Keenan (1998), estas
gotas sdo cobertas por uma membrana de lipidos polares e proteinas, e no leite de vaca,
99% ou mais do total de lipidos sdo encontrados nestas gotas (95% dos quais sdo
triacilglicerideos, com pequenas fracgdes de glicerideos, esterdis, fosfolipidos,

glicolipidos e glicidos).
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Os AG sdo fundamentais a vida, pois sdo utilizados como fonte energética,
servindo de mensageiros quimicos intracelulares (Bessa, 1999). Servem de precursores
na sintese de eicosandides e estdo envolvidos na regulacdo metabdlica, na modelacao
imunitdria e na regulacdo homeoviscosa das membranas celulares (Wahle e James,

1983; Spector e Yorek, 1985).

Quadro 1 — Acidos gordos mais comuns de origem animal e vegetal (adaptado de Christie,

1994).

Nome Sistematico Nome Comum Designacio Estenografica
AG Saturados
etandico acético 2:0
butandico butirico 4:0
hexandico caproico 6:0
octandico caprilico 8:0
decandico caprico 10:0
dodecandico laurico 12:0
tetradecandico miristico 14:0
hexadecanéico palmitico 16:0
octadecandico estedrico 18:0
eicosandico araquidico 20:0
docosandico beénico 22:0

AG Monoendicos

cis-9-hexadecendico palmitoleico 16:1(n-7)
cis-6-octadecendico petrosilinico 18:1(n-12)
cis-9-octadecendico oleico 18:1(n-9)
cis-11-octadecendico cis-vacénico 18:1(n-7)
cis-13-docosendico erucico 22:1(n-9)
cis-15-tetracosendico nervonico 24:1(n-9)

AG Polinsaturados *

9,12-octadecadiendico linoleico 18:2(n-6)
6,9,12-octadecatriendico v-linolénico 18:3(n-6)
9,12,15-octadecatriendico a-linolénico 18:3(n-3)
5,8,11,14-eicosatetraendico araquiddénico 20:4(n-6)
5,8,11,14,17-eicosapentaendico EPA 20:5(n-3)
4,7,10,13,16,19-docosahexaendico DHA 22:6(n-3)

" Todas as duplas ligacdes sdo da configuracdo cis.

A gordura do leite dos ruminantes possui AG com 4 a 22 4tomos de carbono
(Goft, 1999), e estima-se que existam mais de 400 AG (Bauman e Griinari, 2001). A
gordura do leite contém em média 66% de AG saturados, 30% monoinsaturados e 4%
polinsaturados (USDA, 2003). Esta relacao € muito complexa e varia com a alteracao de
muitos factores, principalmente alimentares e fisiolégicos (Bauman e Griinari, 2001). A
composi¢do em AG influencia as propriedades organolépticas, nutricionais e fisicas do
leite (Grummer, 1991; Chilliard et al., 2001) e as caracteristicas de fabrico dos seus

derivados (Jensen et al., 1991).
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Segundo Bessa (1999), a classificagdo classica de AG pelo seu grau de
saturacdo, como € descrito no Quadro 1, a luz dos conceitos actuais, mostra-se
desajustada e penalizadora para as gorduras produzidas pelos ruminantes. Foi necessério
introduzir um critério mais funcional em termos nutricionais, dando origem a separagao
em 3 classes, segundo o efeito dos AG no metabolismo do colesterol:
hipercolesterémicos, hipocolesterémicos e de efeito neutro (Quadro 2) (Bessa, 1999).

Um novo parametro de valorizacao nutricional dos alimentos foi introduzido na
década de noventa, pela propor¢cdo entre AG da familia n-3 e n-6 (Holman, 1998).
Normalmente, a relagdo n-6/n-3 das gorduras corporais de ruminantes, principalmente
os produzidos em sistemas extensivos (Nurnberg et al., 1998; Enser et al., 1998), é
inferior a relagdo recomendada para a dieta (1: 4). Com excep¢do do pescado e dos
legumes verdes, os restantes alimentos que servem de base a alimentacdo humana
(cereais, oleaginosas, carnes de suinos e aves), sdo muito desequilibrados naquele récio,
o que valoriza a carne e o leite de ovino e de bovino, produzidas em regimes extensivos,
pois possuem uma relagdo n-6/n-3 baixa, e portanto favoravel a um maior equilibrio da
dieta (Bessa, 1999).

Baseado nas recomendagdes dietéticas actuais, nutricionalmente, a gordura ideal
seria composta por 8% de AGS, aproximadamente 82% de AG monoinsaturados e 10%

de AG polinsaturados, incluindo dcidos 6megas-3 e n-6 (O’Donnell, 1989).

Quadro 2 - Classificagdes nutricionais dos dcidos gordos (adaptado de Bessa, 1999).

Classificacao Estrutural Classificacao Funcional
Saturados C4:0a C10:0 Hipercolesterémicos C12:0; C14:0; C16:0
C12:0; C14:0; C16:0 Cl14:1; e Cl16:1
C18:0
C20:0 a C22:0 Neutros C4:0aC10:0
C18:0
C18:1 trans
Monoinsaturados Cl4:1 Hipocolesterémicos C18:1 cis-9
Cl6:1 C18:2 cis-9,12
C18:1 C18.3 cis-9,12,15
C20:1 PUFA n-3 e n-6
Polinsaturados C18:2 Outros (residual) AG ramificados
C18:3 C15:0; C17:0
PUFA n-3 e n-6 C18:1 cis
C18:2 isémeros
AG nao identificados

PUFA - 4cidos gordos polinsaturados
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Actualmente, os consumidores ja ndo escolhem o leite, e os alimentos em geral,
apenas a pensar no preco € no sabor, mas sim a pensar numa alimentagcdo sauddvel. A
adaptacdo do perfil dos AG da gordura dos produtos ediveis dos ruminantes, a nivel dos
acidos gordos insaturados (AGI), as exigéncias dos consumidores, € um facto a ter em

conta nos nossos dias, pelos produtores agricolas e pelas industrias de transformacao.
2.1 Biossintese da gordura do leite

Cerca de 40% da gordura do leite € sintetizada de novo na glandula mamaria
(GM), tendo como precursores o aceto-acetato e o [-hidroxibutirato (Barber et al.,
1997). O B-hidroxibutirato é formado a partir do butirato, na parede do rdmen, e
juntamente com o acetato sdo os precursores dos AG de cadeia curta (AGCC) e de
cadeia média (AGCM) presentes no leite.

Existem duas enzimas fundamentais para a sintese de novo na GM, a acetil-CoA
carboxilase e a sintetase de dcidos gordos. A primeira, catalisa a formag¢do do malonil-
CoA a partir do acetato, e a segunda catalisa ciclos de condensa¢do do malonil-CoA
com acetil-CoA ou com butiril-CoA, provenientes do metabolismo do acetato e do -
hidroxibutirato, respectivamente (Barber et al., 1997). Como resultado final desta cadeia
de reaccdes, forma-se C14:0 e sobretudo C16:0. A formacdo de AG com mais de 16
carbonos nao é possivel na GM dos ruminantes, porque ao contrdrio do que acontece
noutros tecidos, esta ndo consegue converter C16:0 em C18:0 por alongamento da
cadeia (Chilliard et al., 2000). A maioria dos AG provenientes da sintese de novo na
GM sao AGCC e AGCM saturados, porque a enzima A’ desaturase tem menor
actividade sobre estes AG, embora haja alguma desaturacdo de C14:0 e C16:0 em
C14:1 e C16:1, respectivamente.

Os restantes 60% da gordura do leite, os AG de cadeia longa (AGCL), sdo
sintetizados a partir de AG da corrente sanguinea provenientes da dieta (Barber et al.,
1997), que estao sob a forma de triglicerideos associados a lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), ou a partir dos AG nao esterificados plasmaticos (NEFA). A
lipoproteina lipase € uma enzima extremamente activa nos ruminantes em lactacao, cuja
presenca € necessaria na GM, para possibilitar a utilizagdo dos triglicerideos associados
as VLDL (Barber et al., 1997). A actividade desta enzima é elevada na GM dos

ruminantes em lactacdo (Chilliard et al., 1986), excepto quando a sua concentra¢do
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plasmdtica € demasiado elevada (acima de 0,4 mM) (Baldwin et al., 1980), tornando-se
limitante.

A utilizacdo dos NEFA esta dependente da mobilizag@o das reservas lipidicas e é
proporcional a sua concentracdo no plasma sanguineo (Chilliard et al., 1984). A
disponibilidade dos NEFA € maior quando a vaca estd em balanco energético negativo,
ou seja, no inicio da lactacdo ou em situagdes de défice alimentar. As vacas em
pastoreio recorrem as reservas corporais, quando a ingestdo de energia é um factor
limitante para a producgdo de leite (Kolver e Muller, 1998). Consoante a dieta do animal
e a localizacdao das reservas corporais, os AG acumulados no tecido adiposo, sob a
forma de triglicerideos de reserva, sdo principalmente C16:0, C18:0, C18:1 cis-9 e, em
menor quantidade, C14:0, C16:1 cis-9, C17:0, C18:1 trans-11, entre outros (Bas et al.,
1987).

Os AGCL, com mais de 18 4tomos de carbono, sdo potentes inibidores da
sintese de AG na GM, através de um efeito inibitério directo sobre a actividade da
enzima acetil-CoA carboxilase (Barber et al., 1997). Entdo, quando estes AG estdo
disponiveis, hd um decréscimo na percentagem de AGCC e AGCM (C8:0 a C14:0 ou
16:0) na gordura do leite (Chilliard et al., 1986). Este facto deve-se ao efeito de dilui¢ao
provocado pelo aumento de secrecdo de AGCL e a diminui¢cdo da sintese de novo na
GM (Chilliard et al., 2000). De acordo com estes autores, quanto maior o grau de
saturacdo e o numero de dtomos de carbono dos AG, maior a inibi¢do, e segundo os
mesmos, os isémeros frans do 4cido oleico e os isomeros de CLA sdo possiveis
inibidores da sintese de gordura do leite. Para além destes efeitos inibidores, Doreau et
al. (1999) apontaram outros factores para a diminui¢do da sintese de AG na GM: pouca
disponibilidade de substratos, como por exemplo acetato e 3-hidroxibutirato, reducao da
ingestdo voluntdria provocada pela suplementagdo com lipidos, e a ingestdao de lipidos

insaturados, que provoca um decréscimo no ricio acetato:propionato.

2.2. Acidos gordos de cadeia impar e de cadeia ramificada

Os 4cidos gordos de cadeia impar e ramificada (AGCIR) encontram-se em
quantidade significativa no tecido adiposo e no leite de espécies ruminantes (Diedrich e
Hanschel, 1990, Polidori et al., 1993).

Estudos in vitro demonstraram actividade dos AG iso e anteiso contra células

mamadrias cancerigenas humanas, comprovando que estes AG possuem propriedades
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anticancerigenas e a sua cito-toxicidade € compardvel a do dcido ruménico
(Wongtangtintharn et al., 2004).

A principal origem dos AGCIR estd nas bactérias do reticulo-rimen (Keeney et
al., 1962). A sintese de novo destes AG por bactérias ruminais € mediada por dois tipos
de sistemas enzimaticos: sintetase de AG de cadeia linear e sintetase de AG de cadeia
ramificada (Kaneda, 1991). Os AG de cadeia linear impar de origem microbiana (15:0 e
17:0) sdo formados através do alongamento do propionato ou do valerato. Estes AG,
assim como os seus isémeros anteiso podem ser sintetizados de novo na GM através da
incorporagdo, respectivamente, de propionil-CoA em vez de acetil-CoA e de
metilmalonil-CoA em vez de malonil-CoA (Smith, 1994). Os precursores dos AG de
cadeia ramificada sdo aminoacidos de cadeia ramificada e os seus acidos carboxilicos de
cadeia curta ramificada correspondentes. Formam-se trés séries de AG ramificados: iso
acidos de cadeia par (iso C14:0 e iso C16:0), iso acidos de cadeia impar (iso-15:0 e iso-
17:0) e anteiso 4cidos de cadeia impar (anteiso-15:0, anteiso-17:0) (Kaneda, 1991).

O trabalho de revisdo de Cardoso (2007) concluiu que os AG de cadeia impar
ramificada sdo os mais representativos dos AGCIR da gordura do leite, seguidos dos
AG anteiso. Os AG ramificados em C15:0 sdo mais representativos do que os outros
AG ramificados em C13:0, C14:0, C16:0 e C17:0, verificando-se uma maior variacao
nas concentragdes destes AG (CV>20%, os AG iso C13:0 e C17:0 atingem coeficientes
de variagdo superiores a 50%), comparativamente aos AG de cadeia linear impar e os
anteiso C15:0 (CV<20%).

As diferengas verificadas no perfil de AGCIR produzidos pelas diferentes
estirpes de bactérias, possibilitam determinar a composicao da populacdo microbiana do
reticulo-rimen (Cardoso, 2007). Por sua vez, o tipo de populagdo microbiana é
influenciado pelo tipo de dieta. A % de fibra-NDF da dieta correlaciona-se
positivamente com os AG ramificados de cadeia par ou impar presentes na gordura do
leite, com excep¢do do iso C17:0. Pelo contrério, a % de amido na dieta correlaciona-se
negativamente com os mesmos AG, com excepcao do iso C17:0 (Vlaeminck et al.,
2006). A % de proteina bruta (PB) da dieta correlaciona-se negativamente com todos 0s
AGCIR, com excepg¢ao dos iso C14:0, iso C16:0 e C15:0. A correlacdo negativa da
%PB com o anteiso C17:0 € muito forte.

O aumento do récio forragem:concentrado (F:C) estd associado a um incremento
na concentracdo dos AGCIR na gordura do leite. As variacdes encontradas na

concentracdo de AG iso e anteiso na gordura do leite reflectem as diferencas nas
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populacdes bacterianas do rdimen, induzidas por variagdes no racio F:C da dieta.
Genericamente, quando este ricio diminui, aumenta a importancia relativa da flora
amilolitica e diminui a flora celulolitica (Oshio et al., 1987). Um aumento da flora
celulolitica estd associado a um aumento nos AG iso, enquanto um incremento na flora
amilolitica estd associado ao aumento dos AG anteiso e ou de cadeia linear impar
(Vlaeminck et al., 2006).

As diferencas na concentracdo dos AGCIR na gordura do leite reflectem as
diferencas nos substratos para fermentacdo e as diferengas no ecossistema ruminal. A
substituicdo de silagem de erva por silagem de milho na dieta aumenta a ingestdo de
amido e diminui a ingestdo de fibra NDF, alterando substancialmente o pH do rimen, a
populacdo microbiana presente e as propor¢des de dcidos gordos volateis produzidos
(Cardoso, 2007). Nielsen et al. (2004) e Shingfield et al. (2005) verificaram que a
substituicao de silagem de erva por silagem de milho na dieta provocou uma diminui¢ao
da concentracdo dos AG iso C14:0 e iso C15:0 na gordura do leite. Estes efeitos sdo
semelhantes aos verificados quando ocorre uma diminui¢ao do ricio F:C, o que sugere
que a inclusao de silagem de milho na dieta provoca um aumento da proporc¢do de
bactérias amiloliticas no rimen e ou ocorre uma reac¢ao da microbiota a estimulos
stressantes (abaixamento do pH).

A sintese de proteina microbiana € mais eficiente energeticamente com dietas
baseadas em silagem de milho, do que com dietas baseadas em silagem de erva,
aumentando a concentra¢do do AG iso C17:0. Este AG é um bom indicador da sintese
de proteina microbiana (Vlaeminck et al., 2006). Cabrita et al. (2003) estabeleceram
uma relacdo negativa entre o nivel de PB na dieta e as concentragdes de AG iso e
anteiso C17:0 no leite. Os resultados obtidos por Nielsen et al. (2004) e Shingfield et al.
(2005) estao de acordo com estes autores, pois a substitui¢do da silagem de erva por
silagem de milho (mais pobre em PB) na dieta provocou um aumento na concentracao
de AG iso C17:0 e anteiso C17:0 e uma diminuic¢io na concentracdo de AG iso C14:0,
iso C15:0, C15:0 e C17:0 na gordura do leite. Vlaeminck et al. (2006) verificaram
resultados opostos, explicados pela presenca de diferentes propor¢cdes de propionato no
licor de rimen entre ensaios, e pela dupla origem destes AG (microflora ruminal e
sintese de novo na glandula mamaria).

A suplementacdo de vacas leiteiras com AG de cadeia longa polinsaturados
afecta a bactérias do rimen, embora as bactérias celuloliticas sejam mais penalizadas no

seu crescimento do que as bactérias amiloliticas (Maczulac et al., 1981). A gordura do
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leite de vacas em pastoreio suplementadas com Oleos vegetais ricos em 4cido linoleico
(Rego et al., 2005b) e 4cido linolénico (Collomb et al., 2004b; Loor et al., 2005a; Rego
et al., 2009) apresentou propor¢des mais baixas de AGCIR, enquanto a suplementacdo
com Oleo de peixe (OP) (Shingfield et al., 2003) ou com algas marinhas (Singh et al.,
2004) aumentou a concentragao destes AG. De acordo com a revisdo de Vlaeminck et
al. (2006) a suplementacdo de vacas em pastoreio com 6leos vegetais ricos em acido
linoleico e acido linolénico fez decrescer, significativamente, a concentracao total de
AGCIR, fez decrescer ligeiramente a concentracdo dos AG ramificados iso de cadeia
par e iso de cadeia impar (mais o dcido linoleico), sem afectar os AG ramificados
anteiso e os AG lineares de cadeia impar. A concentragdo dos AG ramificados iso de
cadeia fmpar aumentou em funcdo do grau de insaturacdo dos AG da dieta. Pelo
contrario, a suplementacdo com OP e de algas aumentou a concentragdo total de
AGCIR, diminuiu em 60%, em média, a concentragao dos AG iso de cadeia par, sem
afectar significativamente a concentracdo dos AG ramificados anteiso e de cadeia linear
impar.

E um dado adquirido que o aumento de AG na dieta inibe a sintese de novo
pelos microrganismos do rdmen (Emmanuel, 1978), o que explica as correlacdes
negativas entre os AGCIR e os AG totais da dieta, com excep¢dao do iso C17:0
(Vlaeminck et al., 2006). Os seus resultados demonstram que um aumento da
concentracdo de iso C17:0 € acompanhado por um decréscimo na concentracao de
C18:0 e um incremento da maioria dos isémeros trans C18:0. De acordo com Harfoot e
Hazlewood (1997), as bactérias do rimen envolvidas na biohidrogenacao dividem-se
em dois Grupos: A e B. As bactérias do grupo A actuam sobre os AG polinsaturados da
dieta até a formacao de trans mono isémeros (sobretudo, C18:1 trans-11), enquanto as
bactérias do grupo B hidrogenam estes AG até a obten¢do do produto final, C18:0.
Estas correlacdes sugerem que as condicdes ruminais que favorecem a sintese de iso
C17:0, sao desfavordveis as bactérias do grupo B, como é sugerido pelo decréscimo na
concentracdo de iso C14:0 no leite e no rimen. O iso C17:0 estd correlacionado
positivamente com o C18:0 e negativamente com o C18:1 (Kalscheur et al., 1997).

A suplementagdao com OP inibe o desenvolvimento das bactérias do grupo B,
favorecendo a acumulag@o do C18:1 frans-11 no rimen (Wonsil et al., 1994) e no leite
(Rego et al., 2004). A concentracdo de C18:0 decresce na gordura do leite quando o

amido aumenta na dieta, por exemplo quando a silagem de milho substitui a silagem de

19



erva (Nielsen et al., 2004; Shingfield et al., 2005). Logo, o incremento de amido na

dieta inibe as bactérias do grupo B.

2.3. Conjugados do Acido Linoleico (CLA)

O termo Conjugados do Acido Linoleico (CLA) é usado para descrever um
conjunto de isémeros, posicionais e geométricos, do &dcido octadecadiendico, com
ligacdes duplas conjugadas. Estes isémeros tém origem na biohidrogenacao incompleta
do 4cido linoleico no rimen (Ha et al., 1987; Kelly et al., 1998b; Solomon et al., 2000).
Os isémeros de CLA possuem duplas ligacdes conjugadas, que aparecem
principalmente nas posicdes 9 e 11, 10 e 12 ou 11 e 13, e sdo encontrados em todas as
possiveis combinagdes cis e trans (Ha et al., 1987; Martin e Valeille, 2002).

Foi descrito um grupo de 24 isémeros diferentes de CLA, que ocorrem
naturalmente, especialmente na gordura de ruminantes (Cruz-Hernandez, et al., 2004).
Os isémeros mais comuns, em produtos que contém CLA, sdo o C18:2 cis-9,trans-11 e
o C18:2 trans-10,cis-12 (Berven et al., 2000). O C18:2 cis-9,trans-11 é o isémero do
CLA mais abundantemente encontrado na gordura do leite (Parodi, 1977; Griinari e
Bauman, 1999; Rego et al., 2005a, 2009). O segundo isémero de CLA mais
representativo na gordura do leite € o trans-7,cis-9 (Secchiari et al., 2003; Alfaia et al.,
2007; Bauman et al., 2007). O is6mero trans-10,cis-12 é um dos trés maiores isSOmeros
de CLA presentes no conteido ruminal (Fellner et al., 1997).

A actividade bioldgica do CLA ndo € restrita ao isémero C18:2 cis-9,trans-11
(Bessa et al., 2000), mas este é considerado o mais activo biologicamente, por ser
predominantemente incorporado na membrana de fosfolipidos (Ha et al., 1990).

Em contraste com a nomenclatura puramente quimica, onde alguns isémeros de
CLA sd3o claramente definidos como AG trans, algumas opinides em relagdo a
rotulagem dos produtos alimentares sdo conflituantes. Embora, de acordo com a
Comissdao Codex Alimentarius (organismo da FAO/WHO, que tem como objectivo
desenvolver normas alimentares, orientacdes e textos relacionados) os AG trans com
duplas ligacdes conjugadas, como o CLA, estdo excluidos da defini¢do de AG trans
(Comissdo do Codex Alimentarius, 2006), algumas organizacdes (como a Agéncia
Francesa de Seguranca Alimentar) propuseram ndo haver distin¢cdo entre os AG trans,
incluindo assim todos os isémeros trans do CLA (Ledoux et al., 2007; Léger et al.,

2007).
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2.3.1. Biohidrogenacao ruminal e sintese endogena de CLA

A Figura 1.1 mostra a sequéncia da biohidrogenacdo do 4cido linoleico, até a
formacdo do acido estedrico, que envolve pelo menos dois passos e duas populacdes
distintas de bactérias ruminais (Harfoot e Hazlewood, 1988). Os isémeros trans-
octadecendicos foram identificados como intermedidrios da biohidrogenacao ruminal
(Shorland et al., 1957). Kepler et al. (1966) identificaram o isémero C18:2 cis-9,trans-
11, também conhecido como d&cido ruménico (AR), como sendo o primeiro
intermedidrio da biohidrogenacao do acido linoleico pela bactéria ruminal Butyrivibrio
fibrisolvens. As isomerases iniciais que catalisam a transformac¢ao do 4cido linoleico em
AR, s6 actuam em 4cidos nao esterificados (radical COOH livre) (Kepler et al., 1970).
Isto implica que haja lipdlise de galactolipidos, fosfolipidos e triacilglicerideos da dieta
antes da isomerizacdo (Bessa et al., 2000). A biohidrogenacdio comeg¢a com a
isomerizacdo do dcido linoleico a C18:2 cis-9,trans-11 e é seguida pela hidrogenacao da
dupla ligacdo cis deste dieno conjugado a um 4cido trans monoendico (Kepler et al.,

1966).

C18:2 cis-9,cis-12
(acido linoleico)

C18:2 cis-9 trans-11
(CLA — acido ruménico)

C18:1 trans-11
(acido tra(zs-vacénico)

v
C18:0
(acido estearico)

Figura 1.1 - Vias de biohidrogenag¢do do acido linoleico no reticulo-rimen. (adaptado de

Harfoot e Hazlewood, 1988).

Paralelamente, a dupla ligacao conjugada cis dos dcidos a- e y-linoleico é
hidrogenada depois da isomerizagdo inicial da dupla ligacdo cis-12 (Figura 2.1)
(Griinari e Bauman, 1999). O TVA € um intermedidrio comum a biohidrogenacao dos
acidos a- e 7y-linolénico e 4cido linoleico. A redu¢do do TVA parece ser a etapa
limitante a sequéncia completa da biohidrogenagao dos acidos gordos insaturados C18,
uma vez que a biohidrogenacgdo a dcido estedrico acontece em menor quantidade, o que

provoca uma acumulagdo considerdvel de TVA no rimen (Keeney, 1970).
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Pressupondo que a sintese de CLA ocorria exclusivamente no rimen, Kramer et
al. (1998), propuseram o nome de 4cido ruménico (AR) para o isémero conjugado
C18:2 cis-9,trans-11. Embora o nome “4cido ruménico” sugira que o rimen € o local de
maior producdo de C18:2 cis-9,trans-11, na realidade apenas uma pequena proporcao €
produzida no rdmen, a partir da hidrogenagao microbiana do 4cido linoleico presente na

dieta (Bauman et al., 2007; Kay et al., 2004; Palmquist et al., 2005).

cis-6,cis-9,cis-12 cis-9,cis-12 cis-9, cis-12,cis-15
(4cido y-linolénico) (acido linoleico) (4cido a-linolénico)
cis-6,cis-9, trans-11 cis-9trans-11 cis-9trans-11,cis-15
(AG conj. octadecatriendico) (AG conj. octadecadiendico) (AG conj. octadecatriendico)
(4cido ruménico) l
cis-6,trans-11 trans-11,cis-15
(AG octadecadiendico) (AG octadecadiendico)
trans-11
(acido trans-vacénico)
v
C18:0

(4cido estearico)

Figura 2.1 — Vias de biohidrogenacdo predominantes dos AG insaturados C18 (adaptado de
Harfoot e Hazlewood, 1988).

Os niveis de AR na carne e no leite de ruminantes, comparados com os de nao
ruminantes, sugerem que existe uma relacdo muito préxima entre a funcdo ruminal e
estes niveis nos tecidos e na gordura do leite (Chin et al., 1992). Griinari ¢ Bauman
(1999) sdo de opinido que o AR ndo se acumula no rimen em quantidades significativas
e que a fraccdo absorvida no intestino delgado, ndo € suficiente para justificar as
quantidades elevadas encontradas na gordura do leite e na carne dos ruminantes. Na
verdade, uma pequena frac¢do de C18:2 cis-9,trans-11 podera ser produzida a nivel das
fermentagcdes no intestino grosso, € uma fraccdo muito significativa tem origem no
tecido adiposo, figado, musculo e glindula mamdéria dos ruminantes (Griinari e
Bauman, 1999; Raes et al., 2004; Bauman et al., 2007; Gruffat et al., 2008). No entanto,
0 AR ¢ produzido em maior quantidade na glandula mamaria, a partir da desaturagcao
endégena de AG ftrans, principalmente de TVA proveniente da dieta, por ac¢do da

enzima A’ desaturase (Schmid et al.,, 2006), a uma taxa de conversio de
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aproximadamente 80% (Mosley et al., 2006b). Depois o AR ¢ incorporado na gordura
do leite e na gordura dos tecidos corporais (Griinari € Bauman, 1999). Diversos autores
referem que o isomero C18:2 cis-9,trans-11 representa mais de 80% do total de CLA da
gordura presente em diferentes alimentos (McLeod et al., 2004; Troegeler-Meynadier e
Enjalbert, 2005). Collomb et al. (2006) referem que o AR, presente no leite e nos
produtos lacteos compreende, geralmente, 75 a 90% do total de CLA. Chin et al. (1992)
concluiram que mais de 90% do total de CLA presente na gordura do leite e mais de
75% do total de CLA na gordura da carne de bovino, estdo sob a forma de AR. A Figura
3.1 representa o hipotético mecanismo de sintese tissular de AR a partir do precursor

TVA.

Rimen Tecidos
cis-9,cis-12 > cis-9,cis-12
(acido linoleico) (acido linoleico)

v

cis-9,trans-11 cis-9,trans-11

(4cido ruménico - CLA) (dcido ruménico - CLA)
trans-11 > trans-11
(4cido trans-vacénico) (acido trans-vacénico)
C18:0 > C18:0 —, Ci8:1

(acido estedrico) (acido estearico)  (acido oleico)

Figura 3.1 — Mecanismos de sintese ruminal e tissular de CLA (adaptado de Griinari e Bauman,

1999).

No intuito de fundamentar esta hipétese foram efectuados vdérios estudos. A
infusdo no abomaso de C18:1 trans-11 e C18:1 trans-12, em vacas leiteiras, originou
um aumento da concentragdo de AR no leite, tal como de C18:2 cis-9,trans-12, que
previamente nao existiam (Corl et al., 1998). Griinari ¢ Bauman (1999) também
constataram um enriquecimento significativo do leite em AR, apds uma infusdo pds-
ruminal de TVA em vacas leiteiras.

Foi verificada uma relacdo linear entre o AR e o TVA na gordura do leite e da
carne (Chilliard e Ferlay, 2004; Nuernberg et al., 2005). De acordo com Tricon et al.
(2006) foi observado um racio TVA:AR de 3:1 no leite, manteiga e queijo de vacas

alimentadas com uma dieta modificada para aumentar o teor de CLA no leite.
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O CLA também pode ser sintetizado, igualmente a partir de TVA, em humanos
(Salminen et al., 1998; Griinari e Bauman, 1999; Adlof et al., 2000; Turpeinen et al.,
2002; Mosley et al., 2006a; Kuhnt et al., 2006), € em animais monogastricos, como por
exemplo os suinos (Gldser et al., 2002). Ainda que exista evidéncia da formacdo de
CLA e dos seus precursores pela microflora do célon humano, a absor¢ao de CLA a

partir desta fonte é provavelmente insignificante (Devillard et al., 2007).

2.3.2. Isomerizacao cis/trans

Os AG trans sdo geralmente considerados perigosos para a saide dos
consumidores e, segundo as orientacdes da Organizacdo Mundial de Saude, a sua
ingestdo deve ser inferior a 1% da ingestdo calérica (WHO, 2003). No entanto, 20% do
TVA pode ser convertido em CLA cis-9,trans-11 nos humanos (Turpeinen et al., 2002).
Além disso, estudos recentes sugerem que manteigas ricas em TVA (e CLA cis-9,trans-
11) tém efeitos neutros nos lipidos do plasma e na indugdo da aterosclerose em coelhos,
enquanto manteigas enriquecidas em C18:1 trans-10 mostraram efeitos negativos para a
saude (Roy et al., 2007).

As vias metabdlicas representadas na Figura 2.1 ndo demonstram a diversidade
de 4cidos trans-octadecendicos encontrados no rimen e nos lipidos tissulares (Griinari e
Bauman, 1999). Foram encontrados diversos isémeros octadecendicos (Quadro 3) e
octadecadiendicos no reticulo-rimen e na gordura produzida pelos ruminantes, o que
reflecte a extrema diversidade bioldgica do ecossistema reticulo-ruminal (Bessa, 1999;
Bessa et al., 2000). Andlises efectuadas demonstraram a presenca de isémeros de dcidos
trans-octadecendicos em que as duplas ligacdes sdo localizadas em todas as posi¢oes
desde A4 a A16 (Parodi, 1976; Molkentin e Precht, 1995; Griinari et al., 1998a). Foi
sugerido que a formacgdo destes isdmeros posicionais trans dos dcidos octadecendicos
resultasse da migracdo de duplas ligacdes (Shorland et al., 1957; Dawson e Kemp,
1970; Seltzer, 1972). Uma explicacdo alternativa para a grande quantidade destes
isdbmeros no rimen seria o facto das bactérias ruminais possuirem varias isomerases cis,
trans especificas (Ha et al., 1989; Yurawecz et al., 1998).

Apenas algumas espécies bacterianas ruminais foram isoladas e segundo Harfoot
e Hazlewood (1988), demonstraram capacidade para isomerizar duplas ligacdes cis de
AG insaturados para formar sistemas de duplas ligagdes cis/trans conjugadas e,
posteriormente, hidrogenar estes 4dcidos conjugados. A Butyrivibrio fibrisolvens, e a

maioria das bactérias que participam na biohidrogenacao, nao sao capazes de hidrogenar
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acidos monoendicos. No reticulo-rimen, apenas trés estirpes bacterianas foram capazes
de hidrogenar o C18:1 trans-11 e o C18:1 cis-9, produzindo 4cido estedrico (Harfoot e

Hazlewood, 1988).

Quadro 3 - Proporcio de isémeros cis e trans octadecendicos na gordura de leite de vaca

(manteiga)* (adaptado de Wolff et al., 1995).

Isomeros trans % total de isomeros trans Isémeros cis % total de isobmeros cis

trans-8 1,5 cis-8 0,5

trans-9 13,6 cis-9 94,0

trans-10 6,4 cis-10 0,2

trans-11 64,4 cis-11 4,2

trans-12 2.4 cis-12 0,1

trans-13 2,3 cis-13 0,5

trans-14 3,6 cis-14 0,1

trans-15 2,3

trans-16 3,0

B3 z . ~ .
Ha variagoes sazonais.

Estudos com culturas puras de bactérias ruminais também evidenciaram
isomerases com uma actividade especifica. Estas bactérias isomerizaram duplas liga¢cdes
cis com ou sem a migracdo de duplas ligagcdes associada (Griinari e Bauman, 1999).
White et al. (1970) isolaram uma bactéria ruminal de ovelha, que cresceu numa cultura
com 4cido linoleico, obtendo como produto final 4cidos octadecendicos. O isémero
predominante foi o cis-15 (83%) e os restantes foram trans-15 (12%), trans-14 (4%) e
trans-13 (1%). A mera existéncia destes isomeros sugere que o rimen € populado por
bactérias que possuem vdarias isomerases especificas diferentes (Griinari e Bauman,
1999).

O perfil, relativamente constante, de dcidos frans-octadecendicos encontrados na
gordura da carne e do leite dos ruminantes (Wolff, 1995), sugere a existéncia de uma
populacdo de bactérias ruminais relativamente estdvel, associada a actividades
enzimaticas que envolvem a biohidrogenacdo de AG (Griinari e Bauman, 1999). A
mudanga do perfil dos AG e do perfil de isomeros CLA na gordura do leite esta
associada a alteracdes ambientais no rimen, provocadas por baixos niveis de fibra na
dieta e € caracterizado por um nivel elevado de isémero trans-10,cis-12 (Griinari et al.,
1998a), associado a quebras na gordura do leite. Quando ocorrem mudangas na dieta, o
isémero trans-octadecendico predominante na gordura do leite passa a ser o trans-10
octadecendico. Foi sugerido por Bauman et al. (1998) que os efeitos depressivos do
CLA na sintese da gordura do leite e na gordura corporal podem ser devidos a isémeros
que possuem a dupla ligagdo frans-10. Griinari e Bauman (1999) sugerem que a
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formacao do isémero trans-10, presumivelmente, envolve uma isomerase especifica cis-
9,trans-10, com a formacdo de uma dupla ligacdo conjugada trans-10,cis-12, como

primeira reac¢ao (Figura 4.1).

cis-6,cis-9,cis-12 cis-9,cis-12 cis-9,cis-12,cis-15
(4cido y-linolénico) (4cido linoleico) (acido a-linolénico)
cis-6 trans-10,cis-12 trans-10,cis-12 trans-10,cis-12,cis-15
(AG conj. octadecatriendico) (AG conj. octadecadienéico) (AG conj. octadecatriendico)
cis-6,trans-10 trans-10,cis-15
(AG octadecadiendico) (AG octadecadiendico)

\ trans-10 /

(4cido octadecendico)
v
C18:0
(4cido estedrico)

Figura 4.1 — Vias de biohidrogenac@o ruminal propostas dos AG insaturados C18, envolvendo

a isomerase cis-9,trans-10 (adaptado de Griinari e Bauman, 1999).

Harvatine et al. (2009) puseram a hipétese de alguns intermedidrios da
biohidrogenacao ruminal serem os agentes causadores da depressao da gordura do leite.
Alteragdes na biohidrogenacdo ruminal, caracterizadas pelo aumento da isomeriza¢ao
pela isomerase cis-9,trans-10, foram associadas a uma redugdo drastica na sintese da
gordura do leite. Uma infusdo pdés-ruminal de uma mistura de isémeros de CLA em
vacas leiteiras provocou uma reducdo na sintese de gordura do leite (Loor e Herbein,
1998; Chouinard et al., 1999b). Park et al. (1999a) verificaram também alteracdes na
composi¢do corporal, nomeadamente uma redugdo notavel da gordura em relacdo a
composi¢ao proteica, associada ao isémero trans-10,cis-12. Mais tarde, Baumgard et al.
(2000) provaram que este isomero € responsavel pela depressdo do teor butiroso do
leite, e que tem actividade bioldgica, principalmente na inibi¢do da sintese de novo
(Griinari et al., 2000). Warren et al. (2003) verificaram dilatacido e figado gordo em
ratos devido aos efeitos do isémero trans-10,cis-12.

Rego et al. (2009) verificaram haver uma correlacao negativa entre a gordura do
leite e diversos isémeros C18:1 (trans-6/9, cis-11 e cis-13), C18:2 (cis-9,trans-13/trans-
8,cis-13 e cis-9,trans-12/trans-8,cis-12), cujo efeito directo na depressdo da gordura do

leite é desconhecida. Kadegowda et al. (2008) relataram que os isémeros C18:1 trans-
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10 e C18:2 trans-10,cis-12 tém sido consistentemente correlacionados negativamente
com a gordura do leite. Rego et al. (2009) confirmou haver uma correlagdo negativa do
C18:1 trans-10 com a gordura do leite, enquanto, neste estudo, ndo houve relacdo do
C18:2 trans-10,cis-12 com a gordura do leite. Pelo contrdrio, Lock et al. (2007)
verificaram haver um efeito directo do isémero C18:2 trans-10,cis-12 na depressdo da
gordura do leite, o que ndo aconteceu com o isomero C18:1 frans-10. Kadegowda et al.
(2008) referiram que a concentragdo de C18:1 trans-10 obtida por Lock et al. (2007) foi
muito abaixo do limiar esperado, para permitir a detec¢do dos seus efeitos na depressao
da gordura do leite. Rego et al. (2009), verificaram que, apesar da percentagem de
gordura do leite ter sido menor, pela ac¢do de dleos vegetais, o efeito depressivo (-12%)
esteve longe daquele registado para a depressdo extrema do teor de gordura do leite
(aproximadamente -50%). Além disso, as concentracdes de C18:1 trans-10 e C18:2
trans-10,cis-12 foram baixas, indicando que nenhuma mudanga expressiva ocorreu ao
C18:1 trans-10 nas vias de biohidrogenacdo do rimen. Estes autores sugeriram ainda,
que os intermedidrios da biohidrogenacdo associados a ingestdo de 4cido linolénico,
podem ndo ser os que mais contribuem para a inibicdo da sintese de gordura do leite,
porque o Oleo de linhaga, extremamente rico em dcido linolénico, deu origem a uma
maior quantidade e diversidade de intermediarios da biohidrogenacdo, sem diminuir a
concentragdo da gordura do leite, como fizeram os 6leos de girassol e de colza.

Rego et al. (2005b,c), detectaram correlacdes negativas significativas entre o
teor de gordura do leite e a concentracdo no leite de TVA, CLA, EPA e DHA. Ahnadi et
al. (2002) sugeriram que os OP reduzem a percentagem de gordura do leite, inibindo a
expressao dos genes das enzimas lipogénicas da GM.

O padrao geral do perfil de intermedidrios da biohidrogenacdo da gordura do
leite de vacas em pastoreio suplementadas com Oleos vegetais reflecte as vias de
metabolizacdo ruminal dos 4cidos oleico, linoleico e linolénico, e tem semelhangas com
os intermedidrios da biohidrogenacao encontrados no perfil da gordura do leite de vacas
leiteiras em confinamento (Chilliard et al., 2007; Shingfield et al., 2008; Rego et al.,
2009). Rego et al. (2009), verificaram que a concentragdo de quase todos os isdmeros
C18:1 aumentou, com a suplementacdo de 6leo de colza, com excepg¢ao do C18:1 trans-
11, o que pode ser explicado pela extensiva isomerizacdo do dcido oleico. Estes dados
sdo consistentes com os resultados obtidos in vitro com acido oleico marcado (Mosley
et al., 2002). Os resultados de Rego et al. (2009) suportam os dados que indicam que o

TVA nido é o produto principal da isomeriza¢do microbiana do dcido oleico.
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A accdo da A’ desaturase nos isémeros C18:1 trans foi proposta por Corl et al.
(2002) e por Loor et al. (2005b). O &cido oleico proveniente da dieta, em oposi¢cao aos
acidos linoleico e linolénico, aumentou consistentemente a concentracdo dos isGmeros
C18:1 trans-6, trans-7, trans-8 e o isémero CLA trans-7,cis-9 na gordura do leite
(Secchiari et al., 2003; Collomb et al., 2004a). Rego et al. (2009), obtiveram 8,4% do
total de isomeros CLA sob a forma de trans-7,cis-9 através da suplementagdo com 6leo
de colza, comparativamente aos 3% obtidos pelo controlo e pelos 6leos de linhaca e de
girassol. Corl et al. (2002) demonstraram que o isémero trans-7,cis-9, presente na
gordura do leite, € origindrio, quase exclusivamente, da sintese via endégena por ac¢ao
da A’ desaturase no rimen sobre derivados C18:1¢rans-7. Com excepgdo do isémero de
CLA trans-7,cis-9, que € convertido a partir do C18:1 trans-7, todos 0s outros isOmeros
de CLA surgem, supostamente, da microflora ruminal por biohidrogenagao (Collomb et

al., 2004).

2.3.3. Actividade da A’ desaturase na glindula mamaria. Correlacio entre
CLAeTVA

O sistema desaturase é um sistema multienzimdtico que inclui a NADH-
citocromo bs redutase, a acetil-CoA sintase, € a A’ desaturase terminal (Ntambi, 1995).
A A’ desaturase é a enzima chave do sistema desaturase. Esta enzima introduz uma
dupla ligacdo cis entre os carbonos 9 e 10 de diferentes substratos, entre os quais, 0O
acido octadecendico trans-11 (TVA) (Pariza, 1999). Esta enzima afecta a composi¢ao
em AG dos fosfolipidos e dos triglicéridos. Os seus efeitos na composicdo dos
fosfolipidos sdo importantes para a manutencao da fluidez da membrana. Alteracoes da
membrana t€m sido associadas a uma série de estados de doenca (Ntambi, 1995; Tocher
et al., 1998). Da mesma forma, o padrio de AG da gordura do leite parece ser de
especial importancia na manutencdo das caracteristicas de fluidez da membrana que
permitem a normal sintese e secrecao da gordura do leite (Parodi, 1982).

Existem diferencas entre espécies e entre tecidos no que respeita a distribuicao
da A’ desaturase. Nos roedores, os niveis e actividade de mRNA sdo mais elevados no
figado (Ntambi, 1995; Tocher et al., 1998). Nas ovelhas em crescimento € nos bovinos a
quantidade de A’ desaturase é substancialmente mais elevada no tecido adiposo, devido
a abundancia em mRNA e a grande actividade desta enzima (Cameron et al., 1994; Page
et al., 1997). Isto sugere que o tecido adiposo € o sitio onde ocorre maior conversao de

acido octadecenodico trans-11 em CLA, nos ruminantes em crescimento. Durante a
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lactagdo, é primariamente na glandula mamadria que ocorre a sintese endégena de CLA.
Nos ruminantes em lactacdo o tecido mamadrio tem uma actividade elevada de A’
desaturase (Kinsella, 1972). As correlagdes positivas encontradas entre os AG C18:0 e
C18:1 cis-9 e entre 0 TVA e o CLA, sugerem que existe uma ac¢do extensiva da A°
desaturase na GM (Rego et al., 2005b). Estudos de infusdo pdés-ruminal de TVA
provaram que 75% do AR presente no leite tem origem endégena (GM), por ac¢do da
A’ desaturase sobre 0o TVA (Baumgard et al., 2000).

Foram determinadas alteracdes na abundincia do mRNA da A’ desaturase em
tecidos especificos de ovelhas em diferentes estados fisiolégicos (Ward et al., 1998) e,
com a aproximagao do inicio da lactacdo, foram observados decréscimos na quantidade
de mRNA no tecido adiposo, € um aumento no tecido mamdrio. O decréscimo dos
racios C16:1/C16:0 e C18:1/C18:0 na gordura do leite coincidiram com uma diminui¢ao
da actividade da enzima A’ desaturase. Estes rdcios sdo os indicadores da actividade
desta enzima (Baumgard et al., 2000).

Ntambi (1995) e Tocher (1998) estudaram a regulacdo da A’ desaturase em ratos
e estabeleceram que a abundancia de mRNA e a actividade enzimatica desta enzima sdo
respostas a alteracdes na dieta, ao balanco hormonal, ao estado fisiologico, e a outros
factores inibidores e activadores. Estes estudos ndo abrangeram os ruminantes, mas as
diferencas nos niveis de A’ desaturase nos tecidos podem ajudar a explicar a variacao
individual no conteido em CLA da gordura do leite observada quando as vacas sao
alimentadas com a mesma dieta (Kelly et al., 1998a,b). Varia¢des no conteido de CLA
na gordura do leite de diferentes racas leiteiras podem ser associadas a diferencas na
actividade da A° desaturase (Lawless et al., 1999). Contudo, as diferencas entre ragas
parecem menores, comparadas com as influéncias da dieta (Pariza, 1999).

A capacidade de desaturacdo da enzima A’ desaturase é extremamente elevada
na GM e gragas a ela, cerca de 40% do &cido estedrico (C18:0) € desaturado, para
formar mais de 50% do acido oleico (C18:1) da gordura do leite (Bickerstaffe et al.,
1974; Enjalbert et al., 1998). Como j4 foi referido anteriormente, é por ac¢do desta
enzima que ocorre a sintese de grande parte do isomero de AR presente na gordura do
leite, a partir da desaturacdo do TVA, que é formado no rimen e absorvido pelo
intestino (Griinari e Bauman, 1999). Segundo Baumgard et al. (2000), cerca de 90% do

total de TV A é transformado em acido ruménico.

29



2.3.4. Propriedades benéficas do CLA para a saiide humana

O CLA esta associado a certos efeitos benéficos para a saide, como a redugao da
aterosclerose, a prevencdo da diabetes e da obesidade (Pariza, 1999; Shingfield et al.,
2008), possuindo também propriedades anticarcinogénicas (Ip et al., 1994a; Pariza et
al,, 2001). Para além disso, o CLA tem influéncia na diferenciacdo celular, no
metabolismo lipidico (Bessa et al., 2000; Pariza et al., 2001), na composi¢ao corporal,
na sensibilidade a insulina e diabetes, na imunomodulacdo, na forma¢ao e manutengao
Ossea e do sistema imunitdrio, no stress oxidativo e na inflamagdo (Whigham et al.,
2000; Belury, 2002; Terpstra, 2004; Wahle et al., 2004; Bhattacharya et al., 2006).

Alguns problemas de seguranca associados ao CLA (Belury, 2002;
Bhattacharya et al., 2006; Wahle et al. 2004), especialmente o seu efeito sobre a
composi¢do corporal, t€ém sido alvos de atencdo ultimamente (Close et al., 2007;
Gaullier et al., 2005; Whigham et al., 2007). No entanto, devido ao grande nimero de
isomeros do CLA possiveis, é dificil atribuir uma influéncia notada sobre o
metabolismo humano apenas a um determinado isémero. A situacdo torna-se mais
complicada devido ao facto de que os diferentes e multiplos efeitos do CLA na satde
humana parecem estar relacionados com uma variedade de isémeros existente (Tricon e
Yaqoob, 2006). Inicialmente, o interesse da comunidade cientifica no CLA deveu-se a
descoberta acidental de actividade anticarcinogénica em extractos de carne (Pariza e
Hargraves, 1985). Mais tarde Ha et al. (1987) isolaram os isémeros de CLA na carne e
consideraram-nos responsdveis pela accdo anticarcinogénica. Desde entdo, a acgdo
inibitéria do CLA foi demonstrada em modelos carcinogénicos quimicamente
induzidos, incluindo em carcinomas a nivel da epiderme (Ha et al., 1987; Belury et al.,
1996), carcinomas mamdrios (Ip et al., 1991, 1994b; Thompson et al., 1997) e
gastrointestinais (Ha et al., 1990; Liew et al., 1995). Para além disso, foi descoberto que
o CLA afecta a composicdo da gordura corporal do corpo, diminuindo-a e aumentando a
carne magra na massa corporal (Berven et al., 2000). O conhecimento dos efeitos
benéficos dos CLA é somente baseado em resultados de estudos em modelos animais e
diversas culturas de células in vitro. Os dados em humanos ainda sao limitados (Berven
et al., 2000; Wahle et al., 2004).

Pensa-se que parte do mecanismo envolve o CLA como antioxidante,
protegendo a membrana de outros AG da oxidagcdo. Os danos da oxidacdo nas

membranas das células podem ser importantes na fase de promoc¢do dos tumores a
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carcinomas (Ip et al., 1994b). A dieta € um factor que contribui para o retrocesso ou o
progresso de alguns tipos de cancro. Algumas substancias quimicas naturais da nossa
dieta podem ter actividade anticarcinogénica e a sua maioria tem origem nas plantas. O
CLA ¢ encontrado, quase exclusivamente, em produtos ediveis dos ruminantes, € € o
mais potente anticarcinogénico natural conhecido (Kelly e Bauman, 1996). O tipo de
dieta estd na origem de um terco das mortes causadas por cancro (Doll, 1992) e uma das
estratégias de prevencdo actualmente, tem sido o consumo de alimentos com
propriedades anticarcinogénicas (Parodi, 1999). Os efeitos anticarcinogénicos do CLA
ocorrem com baixas concentracdes na dieta (Kelly et al., 1998b), até 0,05% (Kelly e
Bauman, 1996). Um exemplo do efeito na incidéncia de tumores é demonstrado num
estudo de Ip et al. (1994b), em que a reducdo de tumores mamdrios induzidos estava
dependente da dose crescente na dieta dos niveis de CLA (0,1 a 1%). Segundo estes
autores, a média de CLA ingerida pelos humanos, estd préxima do nivel que demonstra
efeitos anticarcinogénicos, em modelos animais a nivel experimental. Foi estimado, a
partir de estudos com animais, que a ingestdo de 1 g/dia de CLA seria eficiente na
prevencdo do cancro numa pessoa de 70 kg, tendo em conta o papel da enzima A’
desaturase na sintese endogena de CLA em humanos a partir da ingestio de TVA
(Salminen et al., 1998; Turpeinen et al., 2002).

Um estudo efectuado pelo Finnish National Public Health analisou a ligacao
entre a ingestao de produtos lacteos e o risco de contrair cancro da mama. Os resultados
cobriram um periodo de 25 anos e indicaram que a medida que a ingestdo de produtos
lacteos aumentou, o risco de contrair cancro da mama diminui (Knekt et al., 1996).
Estes autores concluiram que existe um “efeito protector”, associado ao consumo de
leite que “sobrestima a associacdo entre diferentes factores e o risco de cancro da
mama’.

Alguns AGI, particularmente o TVA (Banni et al., 2001; Turpeinen et al., 2002),
os AGPI 6mega-3, como o 4cido linolénico, e os isdémeros de CLA, especialmente o AR
(Martin e Valeille, 2002), mostraram ter efeitos positivos na saiide de animais a nivel
experimental, na preven¢ao do aparecimento de tumores na pele e na glandula mamaria.
O fornecimento de manteiga, manufacturada a partir de leite enriquecido em CLA,
reduziu em mais de 50% a incidéncia de tumores mamdrios em ratos (Ip et al., 1999),
sugerindo que o AR é o componente anticarcinogénico activo (Ryhinen et al., 2005),
tendo funcionado como agente anticarcinogénico em células mamadrias cancerosas em

humanos (O’Shea et al., 2000). O AR é, quantitativamente, o isémero do CLA mais
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importante na gordura do leite (Elgersma et al., 2004), mas o TVA também tem sido
referido por possuir propriedades anticarcinogénicas, provavelmente devido a conversao
in vivo em AR, que atinge os 30 a 50% nos humanos (Turpeinen et al., 2002; Corl et al.,
2003).

Os AGI sao favoraveis contra doencas corondrias (Williams, 2000). Coelhos
foram alimentados com uma dieta hipercolesterémica com e sem CLA, e durante 12
semanas o colesterol total, as LDL e os triglicéridos foram marcadamente mais baixos
no sangue de coelhos alimentados com CLA. A experiéncia teve a duragdo de 22
semanas e a aorta dos coelhos alimentados com CLA exibiu menos aterosclerose do que
a aorta dos animais controlo (Pariza, 1999). Nicolosi et al. (1997) também constataram
que o CLA reduziu as lipoproteinas do plasma e aterosclerose precoce na aorta em
hamsters.

Verificou-se uma protec¢do parcial contra os efeitos catabdlicos de uma
exposicao a endotoxinas em pintos alimentados com CLA (Cook et al., 1993; Miller et
al., 1994). Segundo estes autores, animais alimentados com CLA evidenciaram
aumentos na funcao imunitaria. O CLA € o tnico factor conhecido da dieta que aumenta
a fun¢do do sistema imunitdrio e a0 mesmo tempo protege contra os efeitos catabdlicos
da estimulagdo imunitdria (Pariza, 1999). O CLA também serviu como factor de
crescimento em ratos jovens (Chin et al., 1994).

O CLA proveniente da dieta mostrou afectar a composi¢ao corporal em animais
de diferentes espécies, pois favoreceu a deposicio de musculo em detrimento da
gordura, aumentando a quantidade de gordura livre em ratos (Park et al., 1997;
Houseknecht et al., 1998; West et al., 1998; Sisk et al., 1998), porcos (Pariza, 1997;
Dugan et al., 1997; Cook et al., 1998; Dunshea et al., 1998; Thiel et al., 1998) e
humanos (Turpeinen et al., 2002). O CLA parece exercer um efeito directo a nivel dos
adipdcitos, que sdo os principais armazenadores de gordura, e nas células esqueléticas,
que sdo as principais utilizadoras de gordura (Park et al., 1997). Existe um mecanismo
fisiolégico de reducdo da gordura corporal em ratos, induzido pelo CLA, que envolve a
inibicdo do armazenamento de gordura nos adipdcitos. Este mecanismo estd associado a
niveis elevados de B-oxidagdes no musculo esquelético, assim como a um aumento da
sua massa, que pode ser mediado, pelo menos em parte, via catabolismo imuno-
induzido (Park et al., 1997, 1999b). Estes efeitos parecem estar intimamente
correlacionados com os efeitos do CLA no metabolismo lipidico (Lee et al., 1994,

1998), indicando que os hepatdcitos podem ser afectados pelo CLA.
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Existem grandes expectativas para o futuro em relacdo a utilizacdo de CLA em
humanos. O CLA pode ser uma substincia preventiva da obesidade pela redugdo da
massa corporal lipidica, e pode constituir uma valiosa ajuda para a populacdo obesa,

constantemente em crescimento (Berven et al., 2000).

2.3.5. Conteudo de CLA em alimentos destinados ao consumo humano

Os alimentos provenientes de ruminantes, a carne de bovino e os produtos
lacteos, sao a principal fonte na dieta de CLA (Ip et al., 1994a; Griinari ¢ Bauman,
1999; Berven et al., 2000; Rego et al., 2005a).

As fontes dietéticas de CLA mais comuns sdo o leite e os produtos lacteos de
ruminantes, e a sua carne e tecido adiposo (Ip et al., 1994a; Parodi, 1994; Van Wijlen e
Colombani, 2010). Khanal e Olson (2004) classificaram o leite como a maior fonte
alimentar de CLA. Pariza (1999) considerou o leite e os seus derivados como as maiores
fontes do isomero C18:2 cis-9,trans-11da dieta humana. Nas carnes, o CLA esta
presente em maior quantidade nos produtos de ruminantes e tem menor presenca em
espécies que possuem fermentacdio microbial minima, como acontece nos
monogastricos (Kelly e Bauman, 1996). A concentracdo de CLA em alguns alimentos
estd representada no Quadro 4, em que a maioria dos produtos lacteos tem 3 a 9 mg de
CLA/ g de gordura.

A gordura do leite, produzida a partir das pastagens dos Acores, € rica em AGI,
incluindo os &cidos trans-octadecendicos e CLA (Rego et al., 2004). A formacgdo de
produtos ricos em CLA implica um enriquecimento paralelo em isémeros trans C18:1
(Bessa et al., 2000).

Pestana et al. (2009) analisaram os niveis de CLA no leite, manteiga e queijo de
duas marcas comerciais produzidas nos Acores. Nao foram verificadas diferencas
significativas entre as marcas analisadas para cada tipo de produto, relativamente ao
teor de gordura total e ao teor de CLA total. Os valores de CLA total obtidos neste
estudo foram mais elevados do que os obtidos em amostras de leite, manteiga e queijo
colhidas em exploracdes localizadas no continente portugués, que foram de 0.11, 1.09 e
2.64 mg.g"' de produto, respectivamente (Martins et al., 2007).

Como era esperado, Pestana et al. (2009) concluiram que a manteiga € o produto
mais rico em gordura total e CLA total, com 81.37-81.45% e 6.58-7.72 mg.g”" de

produto, respectivamente, em contraste com o leite que apresentou 1.23-1.35% e 0.01-
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0.02 mg.mL" de produto, respectivamente. Quanto ao teor de CLA especifico (C18:2
cis-9,trans-11), os queijos apresentaram os valores mais elevados (12,40-14,00 mg.g'1
de gordura), que foram significativamente maiores do que a concentracdo de CLA na
manteiga (8,09-9,48 mg.g”" de gordura). O teor de CLA especifico no leite obtido por
Pestana et al. (2009) foi de 10,60-11,41 mg.g"' de gordura, valores ligeiramente
inferiores aos publicados por Leite et al. (2007) para o leite UHT agoriano (13,3 mg.g”
de AG totais para o isémero cis-9,trans-11). Esta pequena diferenca pode ser devida as
variagdes regionais, bem como as diferencas nos métodos de quantificacdo de CLA
utilizados nos dois estudos (Ag™-HPLC vs GC). Na Alemanha também foram descritos
valores relativamente altos de CLA (12 mg. g'1 de gordura) no leite (Precht e Molkentin,
1997). Contudo, os valores de CLA especifico descritos por Pestana et al. (2009) sdao
superiores aos reportados nos leites do continente portugués (Martins et al., 2007) e nos

leites italianos (Banni et al., 1996).

Quadro 4 — Concentracdo de CLA em alguns alimentos (Chin et al., 1992; Lin et al., 1995).

ALIMENTOS CLA TOTAL (mg/g gordura)

Produtos Lacteos

Leite homogeneizado 5,5 +0,30
Leite condensado 7,0 +0,29
Manteiga 6,1 £0,21
Gelado 3,6 0,10
Queijo Colby 6,1 +0,14
Queijo Mozzarella 4,9 +0,20
logurte 4,8 +0,26
Carnes

Vaca 4,3 +0,13
Carneiro 5,6 +0,29
Porco 0,6 +0,06
Galinha 0,9 +0,02
Peru 2,5+0,04
Salméo 0,3 +£0,05

Os queijos acorianos analisados por Pestana et al. (2009) continham teores de
CLA especifico mais elevados, do que os queijos do continente portugués (Martins et
al., 2007) e os queijos espanhdis (Luna et al., 2005). Os valores de CLA especifico nos
queijos alemdes variaram de 4.0 a 17.0 mg.g”" de gordura (Fritsche e Steinhart, 1998b) e
nos queijos franceses variaram entre 5.3 e 15.8 mg.g”' de gordura (Lavillonnidre et al.,
1998).

Os valores de CLA especifico encontrados na manteiga dos Acgores por Pestana

et al. (2009) (8.09-9.48 mg.g"' de gordura) sdo mais baixos do que os registados nas
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manteigas da Alemanha, da Itdlia e da Holanda (Precht e Molkentin, 2000), mas

superiores aos das manteigas do continente portugués (Martins et al., 2007).

Quadro 5 — Comparacao da composi¢do em alguns AG da gordura de alguns produtos

lacteos produzidos nos Acores e no continente portugués (g/100g AG) (Pimentel et al.,

2008).
Acidos Gordos Acores Continente Prob. Variacao (%)
Leite
Palmitico 31,0 32,2 0,034 -4
TVA 1,63 0,98 0,001 +40
Ruménico 0,76 0,49 0,001 +36
Ramificados 1,66 1,40 0,007 +16
Omegas 3 0,53 0,24 0,001 +55
n-6/n-3 3,0 10,6 0,001 3 X menos
Manteiga
Palmitico 30,8 31,8 0,456 -3
TVA 1,80 1,231 0,060 +33
Ruménico 0,80 0,56 0,040 +30
Ramificados 1,70 1,45 0,020 +15
Omegas 3 0,56 0,34 0,019 +39
n-6/n-3 3,0 7,9 0,001 2,5 X menos
Queijo
Palmitico 28,2 31,2 0,006 -11
TVA 2,20 1,4 0,001 +36
Ruménico 0,87 0,6 0,002 +31
Ramificados 1,80 1,5 0,002 +17
Omegas 3 0,70 0,41 0,001 +42
n-6/n-3 2.4 6,0 0,001 2,5 X menos

Pimentel et al. (2008) efectuou uma comparagdo da composi¢dao da gordura do
leite, manteiga e queijo de diferentes marcas produzidas nos Agores € no continente
portugués. Neste estudo foram comparadas cinco marcas de leite UHT e de manteiga,
assim como nove marcas de queijos, de cada regido em estudo. Os resultados desta
comparacdo estdo sistematizados no Quadro 5. Pela andlise deste quadro torna-se bem
evidente que a composicao dos AG da gordura do leite, queijo e manteiga produzidos
nos Acores € mais benéfica para a saide do que os produtos andlogos produzidos no
continente portugués. O dcido palmitico (hipercolesterémico) estd presente em menor
quantidade em todos os produtos agorianos analisados, comparativamente aos produtos
continentais. O TVA, precursor do AR, o préprio AR, os AG ramificados e os AG
omega-3, AG associados a efeitos benéficos para a saide, estdo presentes em maior
quantidade nos produtos acorianos, verificando-se uma diferenga substancial. O ricio n-

6/n-3 no leite acoriano € 3 vezes inferior ao do leite continental, € 0 mesmo racio no
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queijo e na manteiga acorianas é 2,5 vezes inferior ao dos produtos continentais. O
sistema de producdo dos Agores, com caracteristicas extensivas, associado a ingestao de
pastagem, permite que o ricio n-6/n-3 seja baixo, e portanto favordvel a um maior
equilibrio da dieta (Bessa, 1999).

Para além do AR, quantidades considerdveis (2% do total de AG) de outros
isomeros CLA podem ser encontradas na carne e nos produtos lacteos (Fritsche et al.,
1999; Khanal e Olson, 2004; Ponnampalam, et al., 2006). O perfil isomérico do CLA
dos produtos lacteos acorianos, determinado por Pestana et al. (2009), demonstrou uma
clara predominancia do isémero bioactivo cis-9,trans-11 (72.26-82.59%), seguido pelos
isémeros trans-7,cis-9 (5.34-14.95%) e trans-11trans-13 (2.22-3.91%). O outro
isémero bioactivo, o trans-10,cis-12 ndo foi detectado em nenhuma amostra analisada
neste estudo.

Estudos epidemioldgicos indicam que o leite e seus derivados sdo alimentos
hipocolesterémicos, apesar de serem relativamente ricos em AG de cadeia média
saturados e em isdmeros trans, onde predomina o isémero trans-11 (Rego et al., 2005b).

Ao discutir o potencial impacto na saude da ingestdo de CLA na dieta humana,
deve também ser considerada a ingestdo do C18:1 trans-11 (TVA), que vem do nome
em latim "vacca". O TVA € o principal isomero C18:1 trans na gordura do leite de
vacas alimentadas com uma dieta natural e, como j4 foi referido, pode ser convertido em
AR nos seres humanos (Mosley et al., 2006; Turpeinen et al., 2002). O TVA ¢
produzido em grandes quantidades no rimen pela biohidrogenagdo dos dcidos linoleico
e linolénico provenientes da dieta (Griinari e Bauman, 1999).

Os 4cidos trans-octadecendicos (C18:1-trans) representam cerca de 97 a 98% do
total de dcidos trans presentes quer nas gorduras hidrogenadas industrialmente, quer nas
gorduras de ruminantes (Bessa, 1999). Dos diversos isémeros trans-octadecendicos
existentes nas gorduras corporais dos ruminantes, o frans-11 destaca-se
quantitativamente (Hilditch, 1956). O Quadro 6 mostra a composi¢do em acidos trans

de alimentos com origem em ruminantes.

Quadro 6 — Valores médios de composicdo em acidos gordos trans-octadecendicos de diversos

alimentos de origem em ruminantes (adaptado de Bessa, 1999).

Gordura do leite % Total de AG Carnes ¢ % Total de AG
Vaca* 3,8 Borrego 49
Ovelha " 4,5 Novilho 2.4
Cabra ® 2,7 Vitela 3,9

T Wolff (1994); ® Wolff (1995); ¢ Letha et al. (1998).
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A concentracdo de isémeros C18:1-trans no rimen € afectada por diversos
factores, como a concentragdo de dcidos gordos insaturados (Bateman e Jenkins, 1998);
o pH do rimen (Kalscheur et al., 1997); e a presenca de ionéforos (Fellner et al., 1997;
Sauer et al., 1998). A micropopulacdo reticulo-ruminal pode ser extremamente sensivel
a estes factores, mas sobretudo pelo aumento da concentracdo de AG insaturados no
rimen (Bessa et al., 2000). Se, como proposto por Guckert et al. (1986) e por Sikkema
et al. (1995), os AG trans podem ter um efeito protector para as bactérias que sao
sujeitas a diferentes fontes de stress, a acumulacdo de acidos trans octadecendicos no
ecossistema do reticulo-rimen pode ser ttil em resposta ao stress de origem ambiental,
como pH baixo, presenga de ion6foros e altas concentracdes de AG (Bessa et al., 2000).
A diminuicdo do pH ruminal foi o principal factor responsédvel pela acumulacdo de AG
C18:1 trans, quando foram fornecidas dietas ricas em concentrado e pobres em
pastagem (Kalscheur et al., 1997). Diferencas na digestdo ruminal de suplementos
fornecidos a vacas em pastoreio podem afectar o metabolismo dos AG no rimen e a
composicdio de AG do leite. O processamento do grio de milho aumenta a
disponibilidade de glicidos no rimen, o que pode afectar o metabolismo ruminal devido
a alteragcdes no pH, enquanto suplementos de fibra ndo provenientes de forragem versus
suplementos baseados em amido podem manter o pH ruminal elevado (Delahoy et al.,
2003).

O leite, a manteiga e o queijo dos Acores analisados por Pestana et al. (2009)
mostraram possuir altas percentagens dos isomeros trans-11,cis-13, trans-11,trans-13 e
trans-12,trans-14, que sdo indicadores da ingestdo de pastagem (Dannenberger et al.
(2005). Luna et al. (2005) registaram percentagens dos isomeros de CLA trans-
12,trans-14 e trans-11,trans-13 nos queijos e leites espanhdis similares aos leites e
queijos acorianos. Os valores destes isémeros, registados por Pestana et al. (2009),
foram superiores aos registados no continente portugués (Leite et al., 2007). Rickert et
al. (1999) relataram uma menor presenca de isomeros totais de CLA trans/trans em
queijos, comparativamente aos valores descritos por Pestana et al. (2009). Além disso, o
total de isémeros de CLA trans/trans e cis/trans (cis/trans e trans/cis) em queijos,
registados por Pestana et al. (2009), foi semelhante aos reportados por Luna et al.
(2005). Finalmente, ndo foram detectados isémeros de CLA cis/cis nos leites e produtos
l4cteos agorianas analisados por Pestana et al. (2009).

Os diferentes tipos de produtos lacteos dos Agores, analisados por Pestana et al.

(2009), nao mostraram diferencas significativas na percentagem relativa de isémeros
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trans-12,trans-14, trans-11,trans-13 e trans-11,cis-13, o que € indicativo que estes
isomeros de CLA mantém-se constantes desde o leite até a transformagcdo em manteiga
e queijo. Comparativamente a manteiga e ao queijo, o leite € o produto com maior
percentagem de isomeros totais de CLA trans/trans, particularmente trans-10,trans-12,
trans-9,trans-11, trans-T,trans-9 e trans-6,trans-8. Dentro dos produtos lacteos, o
isomero de CLA cis-9,trans-11 estd presente em maior percentagem na manteiga € o
isomero trans-7,cis-9 estd presente em maiores propor¢des no queijo (Pestana et al.,
2009).

Numa revisao de Elgersma et al. (2006), verificou-se que as propor¢des do
isomero de CLA cis-9,trans-11 da gordura de leite de vaca de paises da Unido Europeia,
Canada e EUA variaram de 3,4 a 14,1 mg.g'1 AG. Apenas o leite da Irlanda, com 14
mg.g”' AG, e das terras altas da Suica (15 a 21 mg.g”' AG) apresentaram valores mais
elevados do que o leite dos Acores, analisado por Rego et al. (2008a). Na Nova
Zelandia, que tem um sistema de produgdo semelhante ao dos Ac¢ores, MacGibbon et al.
(2001) relataram valores da mesma grandeza (11 a 14 mg.g' AG), dependendo da
estacdo do ano).

O uso de CLA como suplemento nutricional na Europa e EUA estd a aumentar.
Esta situacdo d4 énfase a necessidade da realizacdo de triagens clinicamente controladas
para assegurar a seguranca da utilizagdo do CLA em humanos (Berven et al., 2000). Na
Europa, o consumo real de CLA a partir de fontes alimentares é estimado em cerca de
300 mg/d (European Food Safety Authority, 2004), com o consumo de 370 mg/d na
Franca (Weill et al., 2002), 452 mg/d na Alemanha (Fremann, 2000) e 310 mg/d na
Finlandia (Salminen et al., 1998). Nos EUA, dois estudos indicam valores diferentes
para o consumo estimado de CLA, 139 mg/d (Herbel et al., 1998) e 221 mg/d (Agrawal
et al., 1998). Parodi (1994), citado pela European Food Safety Authority (2004) indica

1000 mg/d para o consumo estimado de CLA na Australia.

3. INFLUENCIA DE FACTORES ALIMENTARES SOBRE O PERFIL
DOS ACIDOS GORDOS DA GORDURA DO LEITE E DO TEOR DE CLA

A relacdo AG saturados/insaturados € condicionada, principalmente pela

alimentacdo, mas também pode ser influenciada por diversos factores, como a estacdo

do ano, a fase da lactacdo e o gendtipo animal (Baer, 1996).
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No que respeita a sazonalidade, as diferencas encontradas no perfil dos AG da
gordura do leite, estdo mais fortemente relacionadas com factores de ordem alimentar
do que propriamente com factores sazonais (Rego et al., 2008a). Desde h4d muito que se
sabe que a gordura do leite produzido na Primavera e no Verdo, por vacas em pastoreio,
¢ mais rica em AGI (Riel, 1963; Boatman et al., 1965), comparativamente ao leite
produzido no Inverno, em que as sdo vacas confinadas e alimentadas a base de
forragens conservadas e de concentrados. O leite produzido nos meses de Verdo possui
menos acido palmitico e mais AGCL, nomeadamente 4cido estedrico, 4cido oleico
(Boatman et al.,, 1965), acidos trans-octadecendicos, isomeros de CLA, e acido
linolénico (Dewhurst et al., 2006). Lock e Garnsworthy (2003) verificaram que vacas
leiteiras estabuladas no Inverno, alimentadas com uma ragdo completa de mistura
(RCM), produziram leite mais saturado, comparativamente aos meses de Verdo, altura
em que foram alimentadas com pastagem.

Rego et al. (2008a), compararam o perfil dos AG da gordura do leite de vaca
produzido em diferentes exploragdes dos Agores, no Inverno (dieta: pastagem, silagem
de milho e concentrado) e na Primavera (dieta: pastagem e concentrado). As amostras
de leite colhidas na Primavera apresentaram menor concentragao de gordura, do que as
amostras colhidas no Inverno. A gordura do leite produzido na Primavera apresentou
maiores propor¢oes de TVA, acido linolénico, diversos isomeros de CLA, incluindo o
cis-9,trans-11 e uma menor propor¢ao de dcido oleico. O isémero de CLA cis-9,trans-
11 aumentou 50% do Inverno para a Primavera, o que € um aumento substancial
considerando que as vacas de todas as exploragdes pastaram nas duas estagdes do ano.
No entanto, o 4cido linolénico apresentou um aumento de apenas 6% do Inverno para a
Primavera. Este ligeiro aumento foi devido, provavelmente, a sua extensiva
biohidrogenacdo no rdmen, pois a maioria dos intermedidrios desta biohidrogenacao
aumentou no leite produzido na Primavera: C18:1 trans-11 (+48%), C18:2 trans-11,cis-
5 (+66%), CLA trans-11,trans-13 (+77%) e CLA trans-11,cis-13 (+47%). O C18:2
trans-11,cis-5 € o maior intermedidrio octadecadiendico derivado directamente da
biohidrogenacdo do 4cido linolénico no rdmen (Chilliard et al., 2007). A sua
concentracdo na gordura do leite de vacas em pastoreio no Verdo variou entre 5 e 8
mg. g'1 AG, contudo, no Inverno, com dietas em confinamento, nunca excedeu 1 mg. g'1
AG (Elgersma et al., 2006). Os valores de C18:2 trans-11,cis-5 obtidos por Rego et al.
(2008a) sao valores intermédios dos verificados nos estudos revistos por Elgersma et al.

(2006). Os isémeros de CLA trans-11,trans-13 e trans-11,cis-13 também sio
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intermedidrios da biohidrogenagao do acido linolénico (Collomb et al., 2004a; Chilliard
et al.,, 2007;) e a sua propor¢do também aumentou no leite produzido na Primavera
(Rego et al., 2008a). Kraft et al. (2003) lancaram a hipdtese de que o dcido a-linolénico,
o AG mais importante da pastagem, poderd ser o precursor indirecto do isémero de
CLA trans-11,cis-13.

Varios autores (Precht e Molkentin, 2000; MacGibbon et al., 2001; Lock e
Gransworthy, 2003; Ellis et al., 2006;) encontraram diferencgas sazonais substanciais no
teor do isémero de CLA cis-9,trans-11 presente na gordura do leite. Os seus valores
foram consistentemente maiores no periodo Primavera-Verdo, que coincidiu com a
estacdo de pastoreio, em oposi¢do ao Inverno, em que a alimentacdo das vacas foi
baseada em forragens conservadas com concentrados.

No estudo de Rego et al. (2008a) as propor¢des do isémero de CLA cis-9,trans-
11 variaram de 5,8 a 14,4 mg.g'1 AG no Inverno e de 11,6 a 16,8 mg.g'1 AG na
Primavera. A grande amplitude de propor¢des de CLA cis-9,trans-11 observada no
Inverno estd, provavelmente, relacionada com a grande diversidade de estratégias
alimentares usadas nas diferentes exploragdes estudadas. O leite produzido nos Agores
na Primavera possuiu, tendencialmente, uma maior propor¢do de AGPI do que o leite
produzido no Inverno (53,7 versus 47,5 mg.g' AG). Apresentou um racio n-6/n-3
baixo, associado a elevada ingestdo de dcido linolénico, devido a maior disponibilidade
de pastagem. Estes factos, associados ao elevado nivel do isémero de CLA cis-9,trans-
11, sugerem que o perfil dos AG do leite produzido na Primavera é melhor para a satude
do consumidor. No entanto, o leite de Primavera teve a maior proporcdo de AG trans,
em que o TVA (C18:1 trans-11) e o CLA cis-9,trans-11 contribuiram com 57% do total
de AG trans (Rego et al., 2008a).

3.1. Efeito da forragem basal no perfil dos AG da gordura do leite

A alteracdo da composicdo dos AG da gordura do leite em vacas leiteiras,
através da manipulacdo da dieta, tem sido alvo de atencdo, por causa das suas
implicagcdes na satde humana (Parodi, 1999). Os suplementos energéticos sao
fornecidos para aumentar a ingestdo de energia e, consequentemente, a producdo de
leite de vacas em pastoreio. Diferentes estratégias de alimentacdo mostraram afectar a
composi¢do da gordura do leite de vacas leiteiras alimentadas na pastagem e em

confinamento (Bargo et al., 2003).
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A erva fresca contém 1 a 3% de AG na MS e € uma grande fonte de AG
polinsaturados (PUFA). Noventa por cento dos AG presentes na erva siao polinsaturados
em C18 (Murphy et al., 1995), dos quais 55 a 65% sdo 4cido linolénico (C18:3 n-3)
(Chilliard et al., 2001). Isto faz do dacido linolénico o AG mais abundante na
composi¢ao de lipidos da pastagem (Palmquist, 1988). A quantidade deste acido
absorvida pelos animais € mais elevada em ervas jovens do que em fenos e
concentrados (Chilliard et al., 2000). A pastagem € mais rica em AGPI do que a silagem
(Harfoot e Hazlewood, 1997). Qualquer processo de conservagdo de forragens provoca
uma diminui¢do da concentracdo de AGPI, nomeadamente em acido linolénico, devido
a perdas mecanicas e por oxidacdo (Bessa, 2001). Elgersma et al. (2003a) verificaram
uma diminuicao no conteido de AGPI, principalmente de dcido a-linolénico no material
ensilado com pré-fenacdo, comparativamente a erva fresca. O conteido em lipidos
totais das silagens é, geralmente, mais baixo do que o das ervas que lhes deram origem
(Dewhurst e King, 1998).

Elgersma et al. (2004) constataram que o &4cido linoleico foi o mais abundante
dos AGCL na composicao do concentrado (0,38 g/kg MS) e da silagem de milho (0,45
g/kg MS), enquanto o 4cido oleico foi o segundo 4cido mais abundante no concentrado
com 0,20 g/kg MS, apresentando apenas 0,13 g/kg MS na silagem de milho. O 4cido
linolénico constituiu cerca de 0,03 g/lkg MS e 0,15 g/kg MS no concentrado e na
silagem de milho, respectivamente, enquanto o 4cido estedrico representou 0,03 g/kg
MS do total de AG no concentrado, e 0,14 g/kg MS na silagem de milho.

O aumento proporcional da pastagem, na dieta de vacas leiteiras, provocou
acréscimos significativos nas propor¢cdes dos AGCL mono e polinsaturados, e
decréscimos nos AG saturados de cadeia média, conferindo um maior grau de
insaturacdo a gordura do leite (Boatman et al., 1965; Rogers, 1979; Kelly et al., 1998a;
Rego e Almeida, 2002). A ingestdo de erva verde provocou um aumento do teor de
AGCC na gordura do leite e uma diminuicio dos AG hipercolesterémicos (C12:0,
C14:0 e C16:0) (Lock e Gransworth, 2003). Para além disso, fez aumentar 2,5 vezes o
contedido de 4cido linolénico na gordura do leite (Kelly et al., 1998a; Rego et al., 2004).
Quando a pastagem representou 33, 67 e 100% da dieta de vacas leiteiras, a
concentra¢do de acido linolénico na gordura do leite foi de 0.8, 1.5 e 2% dos AG totais,
respectivamente (Dhiman et al., 1999a).

A gordura do leite proveniente de uma alimentacdo baseada na pastagem

possuiu o triplo ou o quddruplo de CLA em comparacdio com o leite de vacas
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alimentadas com RCM (Jahreis et al., 1999), e 8 a 9 vezes mais carotenos, pigmentos
aos quais sdo atribuidas propriedades benéficas para a saide humana (Parodi, 1999).
Loor et al. (2003) sugerem que o acesso didrio a pastagem, durante oito horas, pode
fazer aumentar, substancialmente, as concentragdes de acido linolénico, TVA e do
isomero de CLA C18:2 cis-9,trans-11, na gordura do leite de vacas alimentadas com
RCM. Estes autores defendem que o pastoreio suplementar, particularmente durante o
dia, pode aumentar a concentracdo destes AG na gordura do leite de vacas em
confinamento.

Comparativamente a uma dieta baseada numa RCM, dietas baseadas na
pastagem diminuiram em cerca de 32% o contetido em AG hipercolesterémicos da
gordura do leite de vaca e aumentaram os AGMI e AGPI em 33 e 43%,
respectivamente, mostrando ser um leite mais pobre em AGCC e mais rico em CLA,
TVA e 6mega-3 (Rego et al., 2004). Aumentos na concentracao de C18:0, C18:1 trans-
11 e CI18:1 cis-9 na gordura do leite, e diminuicdes de C16:0, sdao observados,
tipicamente, em vacas em pastoreio, comparativamente a vacas alimentadas com RCM
(Christie, 1979; Timmen e Patton, 1988; Chilliard et al., 2001).

Foi verificado um decréscimo na concentracao dos AGCC e AGCM na gordura
do leite, de vacas que transitaram de uma dieta de RCM para a pastagem (Kelly et al.,
1998a). Estes acidos (C6:0 a C14:0) totalizaram 17,6% do total de AG da gordura do
leite das vacas alimentados com RCM, enquanto no leite das vacas em pastoreio
representaram apenas 12,8% da gordura. Os niveis de AGCL aumentaram 30% com a
ingestdo de pastagem, nomeadamente os d4cidos linolénico, oleico e CLA,
comparativamente as vacas do grupo controlo, enquanto o 4cido linoleico diminuiu
ligeiramente. Em animais alimentados exclusivamente com pastagem, a percentagem de
AGCL (>C18) no plasma foi de 44,5%, e em animais alimentados com pastagem e
silagens de erva e de milho, foi de 36% (Rego e Almeida, 2002). Para além de uma
maior mobilizacdo de reservas lipidicas, a maior ingestdo de 4cidos linoleico e
linolénico, pelos animais alimentados exclusivamente na pastagem, também podera ter
contribuido para esta tendéncia, uma vez que estes 4dcidos estdo presentes em maior
quantidade na pastagem do que em forragens conservadas (Almeida, 1986).

Outros estudos (Eppard et al., 1985; Timmen e Patton, 1988) mostraram que a
gordura do leite de vacas alimentadas com menos energia do que a necessdria, exibe
aumentos significativos em C18:1 e redugdes substanciais nos AGCC e AGCM,

comparativamente a gordura do leite de vacas alimentadas com os niveis energéticos
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adequados. Aproximadamente 40% do dcido estedrico presente na glandula mamaéria é
convertido em 4cido oleico, por ac¢do da A’desaturase (Chilliard et al., 2000).

A suplementagdo reduz a ingestdo de matéria seca (IMS) proveniente da
pastagem, dependendo do grau de substituicdo da pastagem pelo suplemento (Bargo et
al., 2002). O tipo de suplemento fornecido as vacas leiteiras em pastoreio afecta a
composi¢cdo em AG do leite (Bargo et al., 2006). Dietas baseadas na pastagem
aumentaram as concentracdes de AGCL insaturados e de CLA na gordura do leite,
quando comparadas com dietas baseadas em RCM. Estes efeitos foram mais marcantes
quando a pastagem foi suplementada com concentrado onde o milho foi substituido por
sais de calcio (Schroeder et al., 2003).

As formas de alterar a composicdo em AG da gordura do leite, através da
manipulacdo da dieta, sdo eficazes, faceis de aplicar e tém efeito rapido (Chilliard et al.,
2000), como se pode verificar pelo estudo efectuado por Elgersma et al. (2004). O
Quadro 7 mostra o comportamento dos AG ao longo deste estudo, tal como das vérias
categorias de AG referidas. Apds a transi¢do do pastoreio para uma dieta de mistura de
silagens, apesar de ndo terem ocorrido alteragdes na produgdo de leite, verificou-se um
aumento do valor médio de gordura do leite em duas semanas, que passou de 43,7g/kg
no dia O para 54,9 g/kg no dia 14. O valor médio de AG produzidos por vaca aumentou
de 570g no dia O para 720g no dia 14, enquanto os AGMI e os AGPI decresceram,
respectivamente, de 311 e 47 g/dia para 277 e 30 g/dia, nos mesmos dias. A
concentracdo de AGI decresceu de 430 para 280 g/kg em 6 dias, enquanto as
concentracdes dos AG de cadeia curta e de cadeia média aumentaram de 210 para 270
g/kg (Elgersma et al., 2004).

A suplementacdo com silagem de erva ad libitum durante o periodo nocturno, de
vacas leiteiras em pastoreio durante o dia, teve um efeito pequeno, mas significativo,
nos AG da gordura do leite. Verificou-se um aumento de alguns AGCC e de AGCM e
uma diminuicdo dos dcidos estedrico, oleico e linoleico. Para além disso, foi registado
um aumento dos AG provenientes da sintese de novo da GM e dos AG provenientes da
biomassa microbiana do rimen, o que reflectiu uma melhoria da fermentacao ruminal.
Como consequéncia verificou-se uma maior disponibilidade de AG volateis para a
sintese de novo, o que pode ter diluido os AG C18, uma vez que o somatério de AG

C18, maioritariamente derivados da dieta, decresceu (Rego et al., 2008b).
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Quadro 7 - Producdo de gordura (g gordura/d) no leite e composicdo em AG (g/kg total AG)
da gordura do leite, categorias e racios de AG, ap6s a transi¢cdo do pastoreio no dia 0 para uma

dieta de mistura de silagens (adaptado de Elgersma et al., 2004).

Dia

0 2 6 14 Significancia
Producio gordura (g/d) 851 999 979 1114 ’
AG (g/kg AG)
C14:0 89 114 115 117
C16:0 226 297 345 348
C18: 0 110 98 84 88
C18:1 cis-9 238 202 172 170
C18:1 trans-9 2,7 2,3 2,1 2,1
C18:1 trans-11 46,4 16,5 7,1 7,2
CLA (total) 243 10,3 4,8 4.4
C18:2 cis-9, trans-11 23,0 9,5 43 3,7
C18:2 trans-10, cis-12 1,0 0,04 0,02 0,03
C18:2 cis-9, cis-12 10,4 10,2 10,2 10,8 NS
Cl18:3 10 10 10 11 NS
Categorias de AG (g/kg AG)
AGI 430 330 280 280
AGMI 370 300 250 250
AGPI 57 35 27 28
AGCC e AGCM 210 250 270 260
Total trans C18:1 74 39 27 27
Total cis C18:1 250 212 181 179
Raécios de AG
Cl14:1/C14:0 0,11 0,11 0,12 0,11 NS
C16:1/C16:0 0,13 0,09 0,08 0,08
C18:1/C18:0 2,96 2,60 2,50 2,39

Diferencas significativas entre médias: P <0,05; P <0,01; P <0,001; NS - nao significativo.

O leite produzido por vacas em pastoreio é considerado mais sauddvel do que o
leite produzido por vacas em confinamento, alimentadas com dietas a base de forragens
conservadas (Dewhurst et al., 2006; Rego et al., 2008b) devido ao maior conteido em
AG insaturados, nomeadamente em CLA cis-9,trans-11, TVA, e acido linolénico.
Contudo, a concentrag@o destes AG ndo foi afectada em vacas alimentadas na pastagem
e suplementadas com silagem de erva. Isto sugere que a substituicdo parcial da
pastagem por silagem de erva (sem emurchecimento) ndo compromete a qualidade
dietética da gordura do leite para o consumo humano (Rego et al., 2008b). Da mesma
forma, a suplementacdo de vacas em pastoreio com concentrado com baixo teor de
gordura permitiu, simultaneamente, a manuten¢do de um perfil de AG desejdvel e o
melhoramento da producdo de leite. Entdo, a suplementacdo com concentrados pode
aumentar a performance animal, sem comprometer o perfil dos AG da gordura do leite,
relativamente a gordura do leite produzida exclusivamente a partir da pastagem (Rego et

al., 2004).
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O desenvolvimento de novas estratégias de alimentacdo devia incluir um regime
de pastoreio no Verdo (Elgersma et al., 2003b), a escolha do estdgio de crescimento ou
da cultivar a utilizar (Elgersma et al., 2003c,d) e uma proporc¢do de silagem de erva na
dieta, tal como uma formulag¢do do concentrado no Inverno. Uma alteracdo na técnica
de ensilagem talvez permitisse uma reducao nas perdas de dcido linolénico, durante este

processo (Elgersma et al., 2003a).

3.1.1. Influéncia da pastagem no teor em CLA da gordura do leite

O enriquecimento do leite e da carne dos ruminantes em CLA € feito
aumentando o fornecimento dos dcidos linoleico e linolénico ao metabolismo do
reticulo-rimen (Rego et al., 2005a). O elevado conteido em &4cido linolénico da erva
jovem, e o seu baixo contetido em fibra, favorecem o aumento da producio de CLA e
dos seus precursores frans C18:1 (Lawless et al.,, 1999). Diversos estudos sobre o
conteido em CLA no leite de vacas em pastoreio, associaram positivamente o aumento
na concentracdo de CLA com o aumento da ingestdo de pastagem (Stanton et al., 1997,
Kelly et al., 1998a; Chilliard et al., 2000; Griinari e Bauman, 2000; Rego et al., 2004),
especialmente com erva num estdgio inicial de crescimento (Chouinard et al., 1998a).
Dhiman et al. (1999) e Ward et al. (2003) concluiram que esse aumento nos niveis de
CLA na gordura do leite era linear.

Na maioria dos sistemas de producdo actuais os animais sdo alimentados cada
vez mais com silagens e concentrados, e com menos pastagem. Tem sido repetidamente
demonstrado que um animal adaptado a uma alimenta¢do em pastoreio, ndo s6 aumenta
o conteido em CLA na carne e nos produtos licteos, mas também o conteido em
AGMI, AGPI, AG n-3, TVA e do ricio n-6/n-3, e a0 mesmo tempo, verifica-se uma
diminui¢do dos AGS (Hollo et al., 2005; Couvreur et. al., 2006; Dewhurst et al., 2006;
Kraft et al., 2008; Or-Rashid et al., 2008).

Entre os diversos factores que podem influenciar a produ¢ao de CLA no rdmen
de vacas em pastoreio, o tipo e a origem dos glicidos presentes na dieta, podem
influenciar os indices de fermentacdo microbiana. Isto vem justificar as diferencas
encontradas no teor de CLA, do leite de vacas alimentadas com pastagem e com
forragens conservadas (Dhiman et al., 1999a). Ap6s uma mudanca de uma dieta de
pastagem para uma dieta de silagem verificou-se uma diminuicdo no teor de CLA

presente no leite (Elgersma et al., 2004).
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Chilliard et al. (2001) verificaram que vacas alimentadas com pastagem tiveram
mais CLA na gordura do leite do que vacas alimentadas com silagem de erva ou de
milho. Animais em pastoreio produziram niveis de CLA mais elevados no leite e na
carne, do que animais que consumiram forragens conservadas (Stanton et al., 1997;
Kelly et al., 1998a; Lawless et al., 1998; Dhiman et al., 1999a). White et al. (2001)
mostraram que a concentracdo de CLA no leite de vacas alimentadas na pastagem e
suplementadas com 35,5 kg/vaca/dia de concentrado foi significativamente mais elevado,
comparativamente a vacas alimentadas em confinamento.

Em termos de variagdo individual, a concentracao de CLA na gordura do leite de
vacas alimentadas exclusivamente em pastoreio foi de 10,9 e 29,9 mg/ g de gordura,
contra 10,1 e 17,3 mg/g de gordura nas vacas alimentadas com silagens (Rego et al.,
2004). Esta maior varia¢do na concentragao de CLA no leite foi confirmada por dados
de Kelly et al. (1998a), em que os limites de variagdo individual foram de 6,3 e 18,1
mg/g de gordura, para vacas alimentadas exclusivamente na pastagem e de apenas 2,4 e
7,0 mg/g de gordura, para vacas alimentadas com RCM.

Outros estudos realizados com vacas leiteiras em pastoreio indicaram haver
aumentos de 2,5 a 5 vezes nos teores em CLA da gordura do leite, em relacdo a vacas
alimentadas com RCM (Griinari et al., 1998b; Kelly et al., 1998a; Lawless et al., 1998;
Dhiman et al., 1999a; Rego et al., 2004). Pela andlise do Quadro 8, pode verificar-se
que a concentracdo de CLA na gordura do leite aumenta, 2 medida que o consumo de
pastagem também aumenta, e que os teores de CLA nas vacas alimentadas
exclusivamente com pastagem, sdo duas a trés vezes superiores, aos teores de CLA, na
gordura do leite de vacas alimentadas com RCM.

Os suplementos energéticos sdo fornecidos com a finalidade de aumentar a
ingestdo de energia das dietas baseadas na pastagem, e consequentemente aumentar a
producdo de leite (Bargo et al., 2003). O aumento da suplementagdo alimentar de vacas
em pastoreio de 0 para 660g/kg do total de MS ingerida, provocou um incremento no
nivel de AG no leite e uma diminuic@o da concentracdo de CLA (Dhiman et al., 1999a).

A concentra¢do de AGCL insaturados e de CLA foi superior na gordura do leite
de vacas alimentadas a base de pastagem, comparativamente a uma dieta a base de
RCM. Estes efeitos foram mais acentuados quando a pastagem foi suplementada com
concentrado, no qual parte do grdo de milho foi substituida por sais de cdlcio de AG
(Schroeder et al., 2003). Rego et al. (2004) verificaram que a concentracdo de CLA

aumentou com a ingestdo de pastagem, e que a suplementacdo moderada de vacas em
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pastoreio, utilizando um concentrado com pouca gordura na sua constituicao, melhorou
a performance animal, sem afectar o perfil dos AG da gordura do leite. Isto sugere, que
o tipo de suplemento fornecido as vacas em pastoreio pode afectar a composicdo em AG
do leite (Bargo et al., 2006). O contetido de CLA na gordura do leite foi mais elevado
em vacas niao suplementadas versus vacas suplementadas com concentrado, devido
principalmente, a ingestdo de &cido linolénico proveniente da pastagem, cuja
biohidrogenacdo produz C18:1 trans-11 no rdamen, precursor da sintese endégena de

CLA (Griinari e Bauman, 1999; Bargo et al., 2006).

Quadro 8 — Concentragdo de CLA (g/ 100g gordura) na gordura do leite vacas alimentadas com

pastagem ou com uma RCM.

Dieta basal Concentrado CLA Referéncia

RCM - 0,54

Pastagem - 1,09 Kelly et al. (1998a)
RCM - 0,51

Pastagem - 1,25 Rego et al. (2004)
Pastagem 5,0 kg 1,26

RCM - 0,37

Pastagem 5,5 kg 0,66 White et al. (2001)
RCM - 0,41

Pastagem 6,7 kg 1,12 Schroeder et al. (2003)
Pastagem - 2,21

Pastagem 6,0 kg 1,43 Dhiman et al. (1999a)
Pastagem 11,6 kg 0,89

Pastagem 20% MS 1,90

Pastagem 35% MS 1,61 Ward et al. (2003)
Pastagem 50% MS 1,57

Pastagem - 2,43 Elgersma et al. (2004)
Mistura de silagens - 0,44

No que respeita a rapidez com que os niveis de CLA se alteram apds uma
mudanca na dieta, Elgersma et al. (2004) referem que as concentracdes de CLA
decresceram de 24,3 g/kg no dia O para 4,4 g/kg no dia 14. Dos isomeros de CLA
identificados, apenas a propor¢do do C18:2 cis-10,cis-12 permaneceu constante durante
a transi¢do, enquanto os isomeros C18:2 cis-9,trans-11 e C18:2 trans-10,cis-12
decresceram cerca de 84 e 70%, respectivamente. A andlise do Quadro 7 ajuda a
perceber a evolucdo das concentracdes destes AG ao longo dos dias de estudo. As

concentracdes de CLA e de TVA mostraram-se altamente correlacionadas (r = 0,986; P
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<0,001) e os seus niveis decresceram grandemente, rapidamente € em simultaneo,
enquanto a concentracdo de dcido elaidico (C18:1 trans-9) decresceu em muito menor
extensdo. Griinari et al. (1998a) verificaram que uma dieta composta maioritariamente
por grao e concentrados, com o minimo de fibra, conduziu a alteragdes ambientais no
rimen que resultaram numa reducdo do teor de TVA e, consequentemente, da
concentracdo de CLA nos tecidos.

Outros factores, como a ingestdo de dgua associada ao pastoreio, a frequéncia e
tamanho das refei¢des, e o tempo gasto em ruminacdo, que sao diferentes nas vacas em
pastoreio e nas vacas em confinamento, podem ser importantes na alteracdo da

fermentagdo ruminal e na producido de CLA no rimen (Kelly et al., 1998a).

3.1.2. Efeito da adicao de lipidos no perfil dos AG e no teor de CLA da gordura do
leite

Como ja foi referido, a composi¢cdo ideal da gordura em termos dietéticos,
postulada por O’Donnell (1989), ¢ impossivel de conseguir através da manipulacdo
alimentar (Grummer, 1991). No entanto, a possibilidade de alterar o perfil dos AG da
gordura do leite, com o objectivo de aumentar o seu nivel de insaturacao, conferindo-lhe
maiores beneficios para a saude, surgiu através da suplementacdo com lipidos
protegidos da accdo da microbiota do reticulo-rimen (Grummer, 1991; Baer, 1996).
Apesar das gorduras ediveis dos ruminantes possuirem um elevado teor em AG
hipercolesterémicos, é possivel alterar significativamente a sua composi¢ao, através da
manipulacdo alimentar, particularmente pela suplementacdo das dietas com lipidos
polinsaturados, recorrendo a 6leos vegetais, 6leos de peixe e sementes de oleaginosas.
Desta forma, é possivel reduzir a concentracdo dos AG hipercolesterémicos e aumentar
as concentracdes dos AG hipocolesterémicos, émegas-3 e CLA (Grummer, 1991;
Palmquist et al., 1993; Chilliard et al., 2000; Rego et al., 2005a). Para além da
modificacdo do perfil dos AG da gordura do leite, a inclusdo de lipidos na dieta de
vacas leiteiras, tem como propdsito alterar as caracteristicas nutritivas, dietéticas e
fisicas do leite (Rego et al., 2005a).

Outras fontes de gordura sdo utilizadas como suplementos na alimentacao
animal, como por exemplo o sebo. Este provocou um decréscimo nas quantidades de
AGCC e AGCM, possivelmente devido ao efeito depressivo dos AGCL na sintese de
novo na GM. Houve também um aumento no conteiddo em acido oleico, devido a

desaturacdio na GM. De um modo geral, verificou-se uma melhoria da qualidade
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nutricional da gordura do leite (Chilliard et al., 2001). Segundo estes autores, as
respostas a utilizagdo de sebo protegido sao semelhantes as respostas obtidas quando ha
um aumento da mobilizacdo da gordura corporal. A utilizacdo de sebo diminui as
percentagens dos AG de C6:0 a C16:0, e aumenta as percentagens de acido estedrico,

mas principalmente de 4cido oleico.

3.1.3. Oleos vegetais e sementes de oleaginosas

O objectivo da adi¢do de Oleos vegetais e de gordura animal e vegetal, aos
concentrados utilizados na dieta de vacas leiteiras, € aumentar o valor energético da
dieta, permitindo as vacas de alta producdo expressarem o seu potencial produtivo,
principalmente no inicio da lacta¢do (Rego et al., 2005a).

O efeito da adicdo de gordura na dieta € complexo, uma vez que esta relacionado
com a sua natureza (composicdo em AG), apresentacdo (sementes de oleaginosas, 6leos
protegidos ou nao protegidos) e a quantidade de gordura na dieta. Estes factores e as
suas interac¢des com as forragens e/ou concentrados na dieta basal, com o ambiente
ruminal, afectam a biohidrogenacao (Chilliard et al., 2000). A utilizacdo de sementes de
oleaginosas inteiras € eficaz porque o 6leo encontra-se entre as paredes celulares e fica
parcialmente protegido da actividade ruminal (Murphy et al., 1990).

Os lipidos t€ém um efeito adverso na microflora ruminal e na digestibilidade da
fibra, principalmente aqueles que contém AGPI. Em doses elevadas na dieta, os lipidos
provocam, geralmente, uma baixa na producdo do leite e dos seus constituintes
(Henderson, 1973). Os AGPI presentes na dieta ou resultantes da mobilizacdo das
reservas corporais exercem um efeito inibidor na sintese de novo na GM, sendo
responsaveis pela diminuicdo da sintese de AGCC e, numa menor extensdo, de AGCM
(Barber et al., 1997; Chilliard et al., 2007) e pelo aumento da concentracdo de AG C18,
resultando numa gordura menos saturada (Chilliard et al., 2007). Outro factor que afecta
a sintese de novo na GM € a accdo de lipidos insaturados na dieta sobre o racio
acetato:propionato no rimen (Doreau et al., 1999).

O tratamento de lipidos com formaldeido (Scott et al., 1971) protege a gordura
da actividade ruminal, elimina os efeitos adversos na digestibilidade da fibra e na
producdo de leite, e previne a biohidrogenacdo dos AG no rimen. Desde os anos 70 que
tém sido feitas tentativas para proteger os lipidos da biohidrogenacao (Chilliard et al.,

2000). A primeira aproximag¢do aconteceu com lipidos encapsulados em proteinas
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tratadas com formaldeido (Ashes et al., 1979). Apesar do grau de protec¢do ser por
vezes incerto, esta técnica permitiu que maiores quantidades de AGPI escapem a
biohidrogenacdo ruminal. Segundo Chilliard et al. (2000), vérias técnicas tém sido
investigadas, e a mais popular consiste na utiliza¢ao de sais de cdlcio, que sdo capazes
de prevenir a interac¢do entre os AG e os microrganismos do rimen. A utilizacdo de
sais de cdlcio proporcionou alguma protec¢do ao dcido linoleico presente em 6leos
vegetais da biohidrogenacdo ruminal, uma vez que a sua concentragdo duplicou na
gordura do leite de vacas em pastoreio (Murphy et al., 1995; Lawless et al., 1998;
Schroeder et al., 2003).

As gorduras e os Oleos podem ser protegidos por emulsificagdo ou por
encapsulacdo, de modo a prevenir a sua lip6lise e biohidrogenacao no rimen (Scott et
al.,, 1971). O processo de extrusdo e a temperatura a que € realizado afectam a
composi¢do da gordura em AG, pela alteracio da disponibilidade de 6leo para a
microflora ruminal. A extrusdao da soja provocou uma diminui¢do da proporcdo de
AGCC e AGCL, tal como dos &acidos estearico e linoleico, € um aumento do acido
oleico (Chouinard et al., 2001). O grau de protec¢ao e a composicao dos AG dos 6leos
introduzidos na dieta sao demonstrados pelo aumento na propor¢ao do acido oleico, mas
também nas propor¢des dos dcidos linoleico e linolénico, na gordura do leite
(Chouinard et al., 2001).

A adi¢do de lipidos sob a forma protegida a alimentacdo de vacas leiteiras
aumentou a producdo de gordura, em relacdo a uma alimentacdo normal. No caso da
adi¢do de lipidos ndo protegidos da biohidrogenacdo ruminal, foram sobretudo os
AGCM que baixaram na gordura do leite, com um aumento significativo do acido
oleico. O 4cido linoleico aumentou bastante, no caso da adicdo de Oleo de soja
protegido. Segundo Van Kempen e Jansman (1994) os AGMI e AGPI aumentam,
quando sdo fornecidos lipidos protegidos na dieta.

Os o6leos vegetais mais utilizados em estudos sdo os Oleos de soja, colza e
amendoim, ricos em 4cido oleico (Van Kempen e Jansman, 1994) e 6leo de linhaga rico
em dacido linolénico (Rego et al., 2009). As principais fontes de dcido linoleico na
alimentacdo animal s@o os graos de cereais e de oleaginosas ou os 6leos obtidos a partir
destas (Bessa et al., 1999), como os 6leos de soja e de girassol (Rego et al., 2005a).
Kelly et al. (1998b) verificaram que o 6leo de girassol elevou a concentracdo de dcido

oleico na gordura do leite, o 6leo de amendoim aumentou a concentracdo de acido
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palmitico, e o 6leo de linhaca aumentou a concentracdo dos outros dcidos, chegando a
duplicar a concentracio de 4cido linolénico.

Rego et al. (2005a), suplementaram vacas em pastoreio utilizando concentrados
com 6leos de girassol e de soja incorporados, e nao verificaram efeitos significativos na
concentracdo do 4cido linolénico na gordura do leite, enquanto a concentracdo do dcido
oleico e dos seus diferentes isdmeros cis/trans, incluindo o C18:1 trans-10, aumentou
significativamente. Estes efeitos deveram-se, provavelmente, a biohidrogenacdo dos
acidos linoleico e linolénico presentes na dieta e a desaturacdo do dcido estedrico na
GM (Chilliard et al., 2001). Apesar dos 6leos de soja e de girassol serem uma boa fonte
de 4cido linoleico, o seu aumento na gordura do leite foi muito ligeiro, sugerindo que
houve uma baixa eficiéncia na transferéncia deste dcido do 6leo vegetal para a gordura
do leite, e uma elevada taxa de biohidrogenag¢do ruminal (Rego et al., 2005a). Ainda
neste estudo, ndo foram verificadas alteracdes a nivel da producdo de leite, nem da
producdo e do teor de proteina, mas verificou-se um decréscimo significativo na
producdo e teor de gordura, e grandes alteragdes no perfil dos AG da gordura do leite. A
concentracdo dos AG hipercolesterémicos decresceu, enquanto a concentragdao dos
AGMI e AGPI, incluindo o CLA e o TVA aumentou, comparativamente aos animais
alimentados s6 com pastagem (Rego et al., 2005a, 2009).

A resposta a suplementacdo com lipidos insaturados pode ser bastante varidvel,
consoante a fonte usada (Rego et al., 2009). De acordo com Schroeder et al. (2004), a
suplementagao de vacas em pastoreio com AG insaturados, fez aumentar a produgao de
leite, enquanto a producao de gordura e os teores de gordura e de proteina decresceram.
Lawless et al. (1998) suplementaram vacas em pastoreio com sementes de soja e de
colza, e observaram um decréscimo na gordura do leite (s para as sementes de colza) e
no teor proteico, sem efeitos na producdo de leite e de sdlidos do leite,
comparativamente a uma dieta controlo. Flowers et al. (2008) suplementaram vacas em
pastoreio com Oleo de linhaca e ndo obtiveram quaisquer efeitos na producdo e no teor
de gordura do leite, resultados consonantes com os apresentados por Rego et al. (2005a,
2009). Noutro estudo com vacas em pastoreio suplementadas com uma mistura de 6leos
de peixe e de girassol, nao foram verificados efeitos significativos na producio e na
composi¢do do leite (AbuGhazaleh e Holmes, 2007). No geral, a literatura sugere que a
suplementacdo com Oleo de linhaga, rico em 4cido linolénico, ndo exerce efeitos

negativos no teor de gordura do leite, quando a dieta é baseada em forragens. O efeito
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da suplementa¢do com fontes ricas em dcidos oleico e linoleico no teor de gordura é
menos consistente, segundo a literatura (Rego et al., 2009).

Um dos objectivos do estudo de Rego et al. (2009) era detectar algum efeito
sinergético entre a pastagem e o Oleo de linhaga, no enriquecimento da gordura do leite
em AG n-3, uma vez que ambos sao boas fontes de 4cido linolénico. No entanto,
verificou-se, surpreendentemente, que o 6leo de linhagca provocou uma diminui¢cdo do
acido linolénico na gordura do leite. Por outro lado, Flowers et al. (2008), que
suplementaram vacas em pastoreio com niveis crescentes de O6leo de linhaca,
observaram um aumento do 4cido linolénico no leite. Uma possivel explicacdo para a
reducdo do teor de 4cido linolénico na gordura do leite de vacas suplementadas com
gordura pode ser a diminuicdo da ingestdo de pastagem (Rego et al., 2009). A reducdo
da IMS de pastagem apds a suplementagdo com lipidos também foi observada por

Schroeder et al. (2002).

3.1.4. Efeitos dos o6leos vegetais na concentracao de CLA e de TVA

A concentracdo de CLA na gordura do leite pode aumentar substancialmente
com a adi¢do de AGPI a dieta, especialmente de dleos ricos em acido linoleico (Kelly et
al., 1998b; Chilliard et al., 2007), que sdao mais eficientes na producdo de CLA.
Verificou-se um aumento da concentracdo de TVA (25%) e de CLA (61%), em vacas
em pastoreio suplementadas com 6leo de soja e de girassol (Rego et al., 2005a). O
mesmo aconteceu com a suplementacdo de vacas leiteiras em pastoreio com 6leos de
girassol e de linhaca, ricos em dcido linoleico e 4cido linolénico, respectivamente
(Schroeder et al., 2004; Rego et al., 2005a; AbuGhazaleh e Holmes, 2007; Flowers et
al.,, 2008; Rego et al., 2009). No entanto, a inclusdo de AGI, nas dietas de vacas
leiteiras, principalmente em pastoreio, ndo garante um aumento das concentragdes em
TVA e AR na gordura do leite (Kay et al., 2004). A suplementa¢do com 6leo de colza
(rico em 4cido oleico) ndo aumentou a concentracdo de TVA e AR na gordura do leite
de vacas em pastoreio (Lawless et al., 1998; Rego et al., 2009) nem de vacas
alimentadas com silagem de erva (Ryhénen et al., 2005). Vérios estudos (Kelly et al.,
1998b; Collomb et al., 2004b) mostraram que as fontes de 4cido linoleico, € com menor
extensdo as fontes de &4cido linolénico, sdo mais eficientes no aumento naqueles

componentes na gordura do leite, do que as fontes de dcido oleico.

52



Dietas baseadas em forragens de alta qualidade e a suplementacdo das dietas
com O6leos insaturados aumentaram os contetidos de CLA e de TVA na gordura do leite
(Chouinard et al., 2001). A combinacdo entre forragem de elevada qualidade e
suplementagdo com 6leo (Griinari et al., 1998a) mostrou ter um efeito sinergético nos
conteidos de CLA e TVA na gordura do leite. Os 6leos vegetais fornecem substratos
para a biohidrogenacdo ruminal com a formagdo de TVA e AR, entre outros isémeros.
O 4cido linoleico, além de fornecer substratos directos para a formacdo de AR e TVA,
em quantidades elevadas no rimen, inibe a sintese de dcido estedrico, a partir do TVA,
contribuindo para a sua acumulagdo (Harfoot et al., 1973).

A suplementacdo com 6leo de linhaga, rico em &cido linolénico, aumentou os
teores de CLA no leite de vacas em pastoreio, para niveis semelhantes aos conseguidos
com 6leos ricos em acido linoleico (Chouinard et al., 1998b; Dhiman et al., 2000). Uma
vez que o dcido linolénico, ndo € um precursor do AR no rimen, a suplementa¢do com
6leo de linhacga resultou em elevadas concentracdes de TVA, utilizadas na GM para a
sintese de CLA. Num estudo efectuado por Kelly et al. (1998b) todas as dietas
suplementadas com 6leos de plantas deram origem a concentragdes de CLA na gordura
do leite superiores aos 3-6 mg/g, observados em estudos com dietas de
forragem/concentrado. A suplementacdo com 6leo de linhaca aumentou os niveis de
CLA, mas ndo com a extensdo observada quando as vacas ingeriram 6leo de girassol.

Dhiman et al. (1999a) observaram que os contetidos de CLA eram mais elevados
em vacas em pastoreio, em comparagdo com vacas alimentadas com alimentos
conservados, mas ndo foram observadas diferencas entre animais alimentados com
milho normal, em comparacdo com animais alimentados com milho rico em 6leo. Neste
estudo, em que o milho foi usado como fonte de AG insaturados, a producao de leite e
de gordura ndo foi alterada pelo nivel de gordura na dieta, mas as concentragdes de
CLA no leite foram afectadas drasticamente. As concentracdes de CLA no leite
aumentaram progressivamente com o aumento da ingestdo de 6leo de milho resultando
numa alteracdo de mais de 300% (McGuire et al., 1996).

Kelly e Bauman (1996) compararam dietas que diferiam na fonte de gordura
(saturada ou insaturada) e na relagdo forragem/concentrado (20:80 e 50:50), e
observaram que a suplementa¢do com AG insaturados aumentou os niveis de CLA para
as duas relagdes forragem/concentrado, mas com concentracdes mais elevadas de CLA

obtidas quando os animais foram alimentados com 50:50 de forragem/ concentrado.
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Em diversos estudos realizados, a adicdo de Oleos vegetais, a dieta de vacas
leiteiras, deu origem a um aumento da concentracdo de CLA e de TVA na gordura do

leite, como pode ser observado no Quadro 9.

Quadro 9 - Efeito da suplementacdo com 6leos vegetais e sais de cdlcio com AG sobre os

niveis de CLA (g/100 g gordura) da gordura do leite de vaca.

Oleo Vegetal CLA TVA Referéncia
(g/100 g gordura)  (g/100 g gordura)
Adicdo de 5,3% de dleo de linhaca 1,67 -
Adicdo de 5,3% de d6leo de amendoim 1,33 - Kelly et al. (1998b)
Adicdo de 5,3% de dleo de girassol 2,44 -
Dieta controlo (RCM) 0,40 -
Adig¢do de sementes de soja inteiras 0,36 -
Adig¢do de sementes de soja extrudidas 0,77 -
Dieta controlo 0,40 - Dhiman et al. (2000)
Adicdo de 3,6% de dleo de soja 2,04 -
Dieta controlo 0,51 -
Adicdo de 1,0% de dleo de linhaca 0,71 -
Dieta controlo 0,35 -
Adigdo de 4,0% de sais de célcio com 6leo de 2,25 -
soja
Adigdo de 4,0% de sais de célcio com 6leo de 1,95 - Chouinard et al. (2001)
linhaca
Adigdo de 4,0% de sais de célcio com 6leo de 1,32 -
colza
Dieta controlo (pastagem + 5 kg concentrado) 1,26 2,40
Pastagem + 4,5 kg concentrado + 0,5 kg 6leo 2,12 2,80
de girassol Rego et al. (2005a)
Pastagem + 4,5 kg concentrado + 0,5 kg 6leo 1,93 3,18
de soja
Dieta controlo (20 horas pastoreio + 6 kg 1,43 3,06
concentrado)
20 horas pastoreio + 6 kg concentrado + 1,37 3,19
mistura de milho com suplemento de soja
7 horas pastoreio + 13 horas silagem erva + 6 1,47 2,86 Rego et al. (2008)
kg concentrado
7 horas pastoreio + 13 horas silagem erva + 6 1,49 3,05

kg concentrado + mistura de milho com
suplemento de soja

Dieta controlo (20 horas pastoreio + 5 kg 1,19 2,70

concentrado)

20 horas pastoreio + 4,5 kg concentrado + 0,5 1,14 2,54

kg 6leo de colza

20 horas pastoreio + 4,5 kg concentrado + 0,5 1,61 3,32 Rego et al. (2009)
kg 6leo de girassol

20 horas pastoreio + 4,5 kg concentrado + 0,5 1,54 3,70

kg 6leo de linhaga

A suplementacdo com sementes intactas ndo exerce qualquer efeito sobre os
teores de CLA do leite, uma vez que ndo devem estar disponiveis para as bactérias
ruminais. Com a utilizacdo de sementes de oleaginosas processadas verifica-se um

aumento dos teores de CLA do leite. Dhiman et al. (2000) obtiveram apenas 0,36g
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CLA/100g de gordura na suplementacdo com sementes de soja inteiras, um valor
inferior ao obtido em vacas alimentadas s6 com uma RCM (0,40g CLA/100g de
gordura). No grupo das vacas suplementadas com sementes de soja tostadas obtiveram
0,77g CLA/100g de gordura, um valor bastante mais elevado. Chouinard et al. (2001)
efectuaram um estudo semelhante, cujos resultados foram 1,99g CLA/100g de gordura
em vacas suplementadas com sementes de soja extrudidas e apenas 0,42g CLA/100g de
gordura em vacas suplementadas com sementes de soja inteiras. Valores de 0,60g
CLA/100g de gordura em vacas alimentadas com RCM e 1,18g CLA/100g de gordura
nas vacas suplementadas com sementes de soja extrudidas foram os resultados obtidos

num estudo efectuado por Whitlock et al. (2002).

3.1.5. Oleos de peixe e de origem marinha

Os Oleos marinhos (de peixe, mamiferos, plancton ou algas) sdo fontes
extremamente ricas em AG polinsaturados de cadeia muito longa, os PUFA, (C20:0 a
C22:0), dos quais os mais importantes sdo o eicosapentaendico C20:5 n-3 (EPA), o
docosapentaendico C22:5 n-3 (DPA) e o docosahexaendico C22:6 n-3 (DHA) (Doreau
et al., 1999; Givens et al., 2000; Rego et al., 2005b). Estes AG tém efeitos benéficos a
nivel cardiovascular e propriedades anti-inflamatdrias. Apesar das suas caracteristicas
saudaveis, o consumo destes AG ¢ insuficiente na maioria das dietas ocidentais
(Williams, 2000). Os PUFA estao presentes nas dietas alimentares nos paises
desenvolvidos em quantidades muito pequenas, devido ao baixo consumo de peixe e de
produtos a base de peixe (Sargent, 1997). Estas dietas sdo desequilibradas em PUFA
Omega-6 e dmega-3 e o racio n-6/n-3 € normalmente maior do que o valor recomendado
de 4:1 (Holman, 1998).

Os AG n-3 representam menos de 1% do total de AG na gordura do leite normal
e foram associados a diminui¢do do risco de DCV (Chilliard et al., 2001). Apesar das
concentracdoes de EPA e DHA no leite serem baixas, este pode representar uma fonte
importante destes dcidos na dieta de pessoas cuja ingestdo de peixe € insuficiente
(Bauman et al., 2001).

A suplementacdo das dietas de vacas leiteiras com OP provocou uma reducao
significativa no teor de gordura do leite € aumentou o racio proteina/gordura (Doreau et
al., 1999; Rego et al., 2005b). Rego et al. (2005b) verificaram também uma diminui¢ao

significativa das produgdes de leite, de gordura e de proteina, e dos teores de proteina e
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de gordura. A diminui¢do da producao de leite devido a adicao de OP na dieta também
foi verificada por Wonsil et al. (1994), por Donovan et al. (2000) que incluiram 3% de
OP numa dieta de RCM, e por Whitlock et al. (2002) quando compararam OP com soja
extrudida. Pelo contrario, Chilliard e Doreau (1997b) e Keady et al. (2000) verificaram
um aumento da producdo de leite devido a suplementacdio com OP em vacas
alimentadas com silagem de milho e silagem de erva, respectivamente. Uma vez que,
nestes dltimos estudos, o consumo de MS foi reduzido, parece razodvel admitir que
existe algum mecanismo compensatério que implica, ou um aumento no valor
energético da dieta devido aos OP, ou uma maior eficiéncia devido a maior
digestibilidade das dietas (Rego et al., 2005b).

A gordura do leite de vacas alimentadas com uma dieta de RCM suplementada
com OP apresentou uma diminui¢do da maior parte dos AG, particularmente dos AG e
dos acidos palmitico, estedrico e oleico, e um aumento da secrecdo de TVA, dos PUFA
n-3, e de CLA (Doreau et al., 1999; Chouinard et al., 2001). Rego et al. (2005b)
registaram uma situacdo semelhante com vacas em pastoreio, embora ndo tenham
verificado um decréscimo do dcido palmitico. A diminui¢do significativa da
concentracdo de 4cido palmitico na gordura do leite devido a inclusdo na dieta de OP
também foi verificada por Chilliard et al. (1997) e Keady et al. (2000), ao contrario do
que foi verificado por Offer et al. (1999), Donovan et al. (2000). O facto do 4cido
palmitico ter duas origens: AG exdgenos dos suplementos e a sintese de novo na GM
condiciona a sua secre¢cdo. A diminui¢do no dltimo caso é compensada por um aumento
do anterior (Rego et al., 2005b).

As proporcdes de AGCC tendem a diminuir com a inclusdo na dieta de OP
(Chilliard et al., 1997; Donovan et al., 2000), sugerindo uma diminui¢do da sintese de
novo dos AG na GM (Rego et al., 2005b). A suplementacdo com OP provocou uma
diminui¢do da concentragdo dos AGCC e AGCL, e no somatério dos AG, nio tendo
qualquer efeito na concentracdo de AGCM e no somatério dos AGI (Rego et al.,
2005b).

Foi verificado um aumento da concentragdo de AG polinsaturados de cadeia
longa (C20:5-EPA e C22:6-DHA) de 2,7 vezes devido a suplementagdo com 160g de
OP e de 5 a7 vezes com 320g de OP. Contudo, a eficiéncia da transferéncia para o leite
dos EPA e DHA foi muito baixa, com 3 e 4%, para cada nivel de suplementacio,
respectivamente (Rego et al., 2005b). A menor eficiéncia na transferéncia dos EPA e

DHA pode ser devida, em parte, a uma maior biohidrogena¢ao no rimen, porque o racio
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DHA/EPA aumentou acentuadamente desde a dieta até ao duodeno, nido havendo
alteracdo desde o duodeno até ao leite (Doreau e Chilliard, 1997; Chilliard e Doreau,
1997a). A eficiéncia da transferéncia de DPA é maior (30-39%) do que a de EPA e
DHA, provavelmente devido a menor taxa de biohidrogenac@o no rimen e a uma alta
utilizacdo pela glandula mamadria (Offer et al., 1999; Chilliard et al., 2000). Esta
ineficiéncia é menos marcante quando o OP estd protegido com formaldeido (Storry et
al., 1974).

A utilizacdo de OP ou de algas marinhas na dieta de vacas leiteiras diminuiu,
consistentemente, a produgdo e o teor de gordura do leite, em montantes consideraveis
(Chilliard e Doreau, 1997b; Franklin et al., 1999; Offer et al., 1999; Donovan et al.,
2000; Keady et al., 2000; AbuGhazaleh et al., 2002b; Whitlock et al., 2002). Tem sido
demonstrado que a diminui¢do do teor de gordura do leite € muito inferior se o OP for
infundido no duodeno (Chilliard e Doreau, 1997a). Isto mostra que esta reducdo estd
relacionada, principalmente, com os produtos da biohidrogenac¢do ruminal dos AGI de
20 e de 22 carbonos, presentes em grandes quantidades nos OP (Rego et al., 2005b). A
suplementagao com OP, através do rimen ou do duodeno, alterou o perfil dos AG da
gordura do leite de vacas alimentadas com silagem de milho (Loor et al., 2005a), tendo
sido verificado um maior decréscimo no teor de gordura, devido a infusdao ruminal de
OP, principalmente no que diz respeito aos AG de C4:0 a C18:0 e C18:1 cis-9.

A utilizacdo de doses elevadas de OP na dieta diminuiu significativamente o teor
e a produgdo de proteina (Chilliard e Doreau, 1997b; Offer et al., 1999; Rego et al.,
2005b). Keady et al. (2000) encontraram uma correlacao linear negativa entre o teor de
proteina do leite € do nivel de OP na dieta. Outros autores ndo encontraram efeitos
significativos da adicdo de OP a dieta, no teor de proteina do leite (Wonsil et al., 1994;
Whitlock et al., 2002; AbuGhazaleh et al., 2002b). Rego et al., (2005¢) verificaram
haver uma diminuicdo significativa do teor e produgdo de gordura, sem qualquer efeito

no teor e producdo de proteina do leite.

3.1.6. Efeito dos 6leos de origem marinha na concentracao de CLA e de TVA

Os 6leos de origem marinha fazem decrescer o contetido em gordura do leite e
aumentam os conteddos em AG polinsaturados n-3 (EPA, DHA e C22:5-DPA) e em
TVA e CLA (Chilliard et al., 2001; Rego et al., 2005b). Rego et al., (2005b) obtiveram

um aumento de 43% na concentracdo de CLA, na gordura do leite de vacas em
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pastoreio suplementadas com 160g OP, e de 62%, com uma suplementagao de 320g OP.
Chouinard et al. (1998b) também referem que a concentracdo de CLA na gordura do
leite aumentou, quando a dieta de vacas leiteiras foi suplementada com OP. Neste
estudo, o conteido em CLA do leite aumentou de 0,2 a 0,6% nas dietas controlo, para
1,5 a 2,75% nas dietas suplementadas com OP. Este aumento foi devido, quase
exclusivamente, ao isémero C18:2 cis-9,trans-11 (AR) (Chilliard et al., 1999; Offer et
al., 1999; Griinari et al., 2000), que representou mais de 95% do aumento no total de
CLA (Loor et al., 2005a).

A percentagem de AR, observada em resposta a infusdo ruminal de OP, por Loor
et al. (2005a), foi progressivamente maior com o aumento da dose infundida, 200 ou
400 ml de OP/dia (Chouinard et al., 2001), 250ml de OP/dia (Offer et al., 1999), ou
niveis crescentes (300, 350, 400 ou 500 ml/dia) de OP na dieta (Donovan et al., 2000;
AbuGhazaleh et al., 2002b; Whitlock et al., 2002). Da mesma forma, a quantidade de
TVA foi superior do que a verificada em vacas alimentadas com doses crescentes de OP
(0-500 ml/dia) (Donovan et al., 2000; AbuGhazaleh et al., 2002b; Whitlock et al.,
2002).

A suplementacdo com OP € um processo extremamente eficiente no
enriquecimento natural da gordura do leite em AR e TVA, verificando-se aumentos de 3
a 10 vezes mais, relativamente ao tratamento controlo, para além de enriquecer o leite
em CLA e 6megas, e reduzir o teor butiroso. Este efeito de redugdo do teor butiroso,
ndo estd relacionado com o efeito inibidor da sintese de novo da gordura do leite na
GM, provocado pelo isémero trans-10, cis-12 (Baumgard et al., 2000), uma vez que
este ndo € produzido no rimen no processo biohidrogenacdo dos AG dos OP, nem
aparece no leite em quantidades significativas (Chilliard et al., 2000). Wonsil et al.
(1994) e (Offer et al. (1999) sugeriram que os isémeros C18:1-trans t€ém um papel na
inibicdo da lipogénese na glandula mamaria. Chilliard et al. (2001) propuseram esse
papel para os EPA, porque a ingestdo destes AG estd correlacionada com a diminui¢ao
da sintese de gordura do leite. No entanto, este ponto de vista é contestado pelo facto
das algas marinhas diminuirem significativamente o teor e producao de gordura, apesar
de serem muito pobres em EPA (Franklin et al., 1999).

O 4cido linoleico € isomerizado no rdmen até formar TVA, que se acumula
como produto final na digestdo, em grandes quantidades. A medida que o contetido em
acido linoleico na dieta aumenta, a acumulagdo de TVA aumenta e a sua conversao em

acido estedrico decresce,. Uma vez que o OP € mais pobre que o 6leo de soja em 4cido
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linoleico, provoca um maior ricio TVA: C18:0 na digestao ruminal (AbuGhazaleh et
al., 2002a). O aumento deste rdcio deve-se, possivelmente, a biohidrogenacdo
incompleta dos acidos linoleico e linolénico da dieta basal, devido principalmente a
alteracdes no ecossistema ruminal (Rego et al., 2005b). Estes autores dizem que, é
possivel que os OP incluidos na dieta inibam o grupo de bactérias que fazem a
hidrogenacdo do TVA para formar C18:0, permitindo a sua acumulagdo no rimen.

O OP mesmo sendo pobre em 4cido linoleico e &cido linolénico (AG cuja
biohidrogenacdo no rimen produz TVA, o precursor do CLA na GM), consegue
aumentar o teor de CLA na gordura do leite. A razdo pela qual, a suplementacdo com
OP aumenta a concentracio de CLA na gordura do leite, em relacdo a quantidades
iguais de 6leos de origem vegetal, ainda é desconhecida.

Os efeitos de alteragdes na dieta e a sua influéncia na concentracdo de CLA na
gordura do leite verificados em diferentes estudos estdo resumidos no Quadro 10 e estao

divididos em categorias, consoante 0 mecanismo pelo qual possam ter exercido algum

efeito.
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Quadro 10 — Resumo dos factores da dieta que afectam as concentracdes de CLA na gordura

do leite.
Factor da dieta Efeito na [CLA] da gordura do leite Referéncias
Substrato Lipidico
Gordura insaturada vs. saturada 1 com a gordura insaturada 1,2,3,8,54

Oleos vegetais

Tipo de 6leo 1 com 6bleos ricos AGPI 4,5,6,7,8,9,10,11,12,55,57
Nivel de inclusao 1 dependente da dose 3,5,11,12
Sais de Ca i 4,8
Subprodutos de origem animal Efeito minimo 4,8
Sementes oleaginosas
Inteiras Sem efeito 6,8,11
Processadas 1 6,8,13,14,15,48

Oleos de plantas

Milho rico em 6leo Efeito minimo 4,811
Sementes de soja 1 com o processamento 4
Colza vs. Sementes de soja Efeito similar 15
Oleo girassol i 41,46
Oleo soja i 41
Oleo colza Sem efeito 15,46,55,56
Oleo linhaca 1 4,6,41,46,58,59,60
Oleo soja+concentrado+20 h | 44
pastagem vs. pastag.+ concent.
Oleo soja + concentrado + 7 h
pastagem + 13 h silagem erva vs. 1 ligeiramente 44
pastag.+ concent.
Modificadores da Biohidrogenac¢io
Relacio forragem: concentrado Efeito varidvel 1,16,17,18
Relacdo f orragem: concentrado + 1 50:50 + gordura insaturada 54
gordura insaturada
Nivel de CH néo estruturais Efeito minimo 19,20,21
Restricdo alimentar Efeito varidvel 3,17,23

Oleos de peixe ) 3,4,8,9,17,24,25,37,42,47
Doses crescentes de dleo de peixe 1 8,9,25,42,48,49,50
Algas marinhas i 26

Tonoforos Efeito varidvel 8,17,19,21,27
Tamponiza¢do ruminal Efeito minimo com fibra suficiente 3,19
Concentragdo de cobre 1 com ougo cobre 2,5,20

Combinacoes

Pastagem vs. forragens conservadas
Pastagem vs. RCM

Maturidade da forragem

Pastagem zonas baixas vs. montanha
Espécies pobres vs. espécies ricas
nutricionalmente

Suplementacido com CLA

1 com a pastagem

1 com a pastagem

| com a maturagdo

1 com a pastagem de montanha

| com espécies pobres a nivel nutricional

1 dependendo da dose

11,23,27,28,29,30,31,39
11,31,39,40,51,52,53
11,19,20,28,39
38,44

43,44

16,18,31,32,33,34,35,36,37

1- Griinari et al., 1998a; 2- Sol Morales et al., 2000a; 3- Jones et al., 2000; 4- Chouinard et al., 1998b; 5- Tesfa et al.,
1991; 6- Dhiman et al., 2000; 7- Kelly et al., 1998b; 8- Chouinard et al., 2001; 9- Offer et al., 1999; 10- Chilliard et
al., 2000; 11- Dhiman et al., 1999a; 12- McGuire et al., 1996; 13- Stanton et al., 1997; 14- Dhiman et al., 1999b; 15-
Lawless et al., 1998; 16- Piperova et al., 2000; 17- Jiang et al., 1996; 18- Loor e Herbein, 1998; 19- Chouinard et al.,
1998a; 20- Sol Morales et al., 2000b; 21- Solomon et al., 2000; 22- Fritsche e Steinhart, 1998a; 23- Timmen e Patton,
1988; 24- Chilliard et al., 1999; 25- Donovan et al., 2000; 26- Franklin et al., 1999; 27- Sauer et al., 1998; 28-
Zegarska et al., 1996; 29- Precht e Molkentin, 1997; 30- Jahreis et al., 1997; 31- Kelly et al., 1998a; 32- Chouinard et
al,, 1999a; 33- Chouinard et al., 1999b; 34- Giesy et al., 1999; 35- Gulati et al., 2000; 36- Baumgard et al., 2000; 37-
Griinari et al., 2000; 38- Collomb et al., 2001; 39- Elgersma et al., 2004; 40- Rego et al., 2004; 41- Rego et al.,
2005a; 42- Rego et al., 2005b; 43- Couvreur et al., 2006; 44- Or-Rashid et al., 2008; 45- Rego et al., 2008b; 46- Rego
et al., 2009 ; 47- Chilliard et al., 2001; 48- Whitlock et al., 2002; 49- AbuGhazaleh et al., 2002b; 50- Loor et al.,
2005a; 51- White et al., 2001; 52- Schroeder et al., 2003; 53- Ward et al., 2003; 54- Kelly e Bauman, 1996; 55-
Collomb et al., 2004b; 56- Ryhdnen et al., 2005; 57- Chilliard et al., 2007; 58- Schroeder et al., 2004; 59-
AbuGhazaleh e Holmes, 2007; 60- Flowers et al., 2008.
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3.2. Factores que influenciam os niveis de CLA da gordura do leite para

além da dieta

A concentragdo de CLA na gordura nos alimentos destinados ao consumo
humano pode variar muito consoante diversos factores como o individuo, o rebanho, a
estacdo do ano (Parodi, 1977; Kelly et al., 1998a,b), o nimero de lactagdes (Lawless et
al., 1998), a raca, a espécie, a idade, as condi¢cdes ambientais individuais (Jahreis et al.,
1999), o regime alimentar, os AG da dieta, factores associados a gestdo das exploragdes
agricolas (Jahreis et al., 1999), altitude das pastagens, composi¢do botinica da
pastagem, frescura da erva, suplementacdo e o processamento do alimento (Van Wijlen
e Colombani, 2010). Para além destes factores, esta variacdo deve-se
predominantemente a dieta (Jahreis et al., 1997; Collomb et al., 2006), sendo afectada
pela razdo forragem/concentrado (Griinari et al., 1998a), nivel de ingestdao (Timmen e
Patton, 1988; Jiang et al., 1996) e com o nivel de suplementacdo com lipidos,
especialmente 6leos de plantas, que sdo ricos em dcido linoleico (McGuire et al., 1996;
Stanton et al., 1997; Griinari et al., 1998a; Kelly et al., 1998b).

As concentragdes tipicas de CLA na gordura do leite sdo de 3 a 6 mg/g de
gordura, mas os niveis de CLA no leite podem variar muito entre exploracdes (Kelly e
Bauman, 1996). Banni et al. (1996) descobriram importantes variagdes sazonais,
relacionadas com a dieta, nos conteidos de CLA no leite. Estas variagdes sdo devidas,
maioritariamente, a influéncias sazonais na pastagem (Stanton et al., 1997). Os niveis
mais elevados de CLA no leite foram verificados no principio do Verdo, coincidindo
com o consumo de pastagem de qualidade pelas vacas (Parodi, 1977). Outros estudos de
variagdo sazonal da concentracdo de CLA na gordura do leite mostraram niveis mais
elevados na Primavera e no Verdo, o que coincidiu com o periodo de pastoreio por
exceléncia, e concentracdes minimas de CLA no Inverno quando os animais foram
estabulados (Riel, 1963; Jahreis et al., 1997; Dunshea et al., 2008; Ferlay et al., 2008;
Rego et al., 2008a).

Rule et al. (2002) concluiram que os produtos alimentares provenientes de nao-
ruminantes possuem menores teores de CLA, comparativamente aos produtos
alimentares provenientes de ruminantes.

As vacas Holstein em confinamento e na pastagem, produziram mais CLA, do
que as vacas Jersey com o mesmo regime alimentar, embora segundo Lawless et al.

(1999), o factor raca ndo afecte muito os niveis de CLA no leite. Estes autores
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concluiram, que a ragca Montbeliardes tem tendéncia a produzir mais CLA, na gordura
do leite, do que outras racas estudadas. White et al. (2001) e Hollo et al. (2005)
conclufram a raca Brown-Swiss produziu leite com um teor em CLA superior ao da raca
Holstein Frisien, que por sua vez foi superior ao da raca Jersey. Lawless et al. (1999)
verificaram uma maior variacdo do teor de CLA entre vacas do que entre racas,
indicagdo de que existem outros factores com maior influéncia sobre o teor de CLA no
leite. O conteido em CLA do leite ndo foi correlacionado com o volume de leite
produzido, nem com o contetido em gordura no leite. No entanto, a concentragdo de
CLA no leite, foi positivamente correlacionada com a concentragdo de C18:1 trans-11.

Verificou-se que com o aumento do nimero de lactacdes, as vacas aumentam o
teor de CLA no leite, uma vez que as vacas com mais de 4 anos de idade, possuem
concentracdes mais elevadas, relativamente a primiparas (Stanton et al., 1997), no que
respeita a fase da lactacdo, este factor ndo foi importante para os teores de CLA no leite.

O teor em CLA na carne e na gordura dos produtos alimentares foi superior na
raca Hungarian Grey, comparativamente a Holstein Frisien (Wachira et al., 2002).
Tsiplakou et al. (2006) verificaram valores mais elevados em CLA na carne e na
gordura de carneiro da raca Soay, comparativamente as racas Friesland e Suffolk. Esta
ultima apresentou os valores mais baixos. Tsiplakou et al. (2008) constataram ndo haver
influéncia da raca no conteido em CLA no leite de ovelha. De Smet et al. (2004) e Lock
et al. (2005) consideraram que as variacdes inter-individuais e a gordura especifica da
raca, provavelmente, t€m maior influéncia no teor de CLA dos alimentos, do que os
efeitos da raca.

O conteido em CLA foi menor nos produtos de animais alimentados em
pastagens de zonas baixas, comparativamente a zonas de montanha (Collomb et al.,
2001; Or-Rashid et al., 2008). A utilizagdo de monoculturas e de espécies pobres a nivel
nutricional na alimentacdo dos animais levou a uma reducdo do teor de CLA e, pelo
contrario, a utilizacdo de trevo e de outras espécies ricas nutricionalmente aumentou o
teor de CLA dos alimentos (Couvreur et al., 2006; Or-Rashid et al., 2008). Para além
disso, a utilizacdo de ervas maduras e de ervas conservadas sob a forma de feno ou
silagem deram origem a menores teores em CLA nos alimentos, do que a erva fresca
(Dhiman et al., 1999a; Elgersma et al., 2004).

Lock et al. (2005) consideraram ainda que o processamento dos alimentos ndao

teve influéncia no seu conteido em CLA ou teve efeitos insignificantes.
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CAPITULO II

TRABALHO EXPERIMENTAL
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1. MATERIAL E METODOS

1.1. Animais

Do efectivo leiteiro da Granja da Universidade dos Acores foram escolhidas 8
vacas multiparas em lactacdo da raca Holstein, tendo em conta os dias de lactagdo (175

+ 25 dias), a producao de leite (24,9 + 4,3 kg) e o peso vivo dos animais (562 + 50 kg).

1.2. Alimentos

Durante os Periodos I e III todas as vacas tiveram a pastagem como base da
dieta, em regime ad libitum, pastoreando a um encabecamento fixo de 2,5 vacas/ha. A
pastagem encontrava-se a 390 metros de altitude e era constituida por uma consocia¢ao
de gramineas e leguminosas onde as espécies dominantes eram o azevém perene
(Lolium perenne) e o trevo branco (Trifolium repens). As vacas foram suplementadas
com um concentrado farinado constituido por farinha de milho e por um prémix
vitaminico-mineral, sendo fornecidos 2,5 kg de concentrado em cada ordenha. Os
animais tiveram livre acesso a dgua que se encontrava em tanques em cada uma das
parcelas destinadas ao pastoreio.

Durante o Periodo II os animais foram alimentados com uma Rac¢do Completa
de Mistura (RCM) constituida por 60% de silagem de milho produzida na prépria
exploracdo da Granja Universitaria e por 40% de concentrado, com base na matéria
seca. As matérias-primas e as propor¢des percentuais utilizadas na formulagcdo deste
concentrado encontram-se descritas no Quadro 11. Os animais tiveram acesso a dgua

proveniente de bebedouros individuais situados em cada um dos parques.

Periodo I — Pastoreio + 5 kg de concentrado/ vaca/ dia
Periodo II - Ragdo Completa de Mistura (60% silagem de milho + 40% de
concentrado, com base na matéria seca)

Periodo III - Pastoreio + 5 kg de concentrado/ vaca/ dia
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Quadro 11 — Composi¢do da RCM.

Ingredientes % MS
Silagem de milho 60
Cevada 11.2
Milho 8
Bagaco de soja 19.2
Carbonato de célcio 0.4
Bicarbonato de Sédio 0.4
Premix mineral® 0.8

*MINERVET 2/1; Vetagri Alimentar, SA, Cantanhede, Portugal.

1.3. Delineamento Experimental

O ensaio teve lugar na Granja Universitdria situada aproximadamente a 390
metros de altitude. Decorreu durante os meses de Fevereiro, Marco e Abril, com a
duracdo de 52 dias.

O ensaio foi delineado em 3 fases: a primeira fase (Periodo I) teve a duracio de
10 dias e os animais foram alimentados com pastagem e suplementados com 5 kg de
concentrado, fornecido na altura da ordenha; a segunda fase (Periodo II) teve a duragao
de 21 dias e os animais foram alimentados com uma RCM ad libitum; a terceira fase

(Periodo III) teve a duragdo de 21 dias e o regime alimentar foi igual ao do Periodo L.

1.4. Maneio e Medicoes

Nos Periodos I e III foi efectuado pastoreio rotacional, com um intervalo de 21
dias entre 2 turnos sucessivos de pastoreio. As vacas pastorearam a um encabecamento
fixo de 2,5 vacas/ha. O concentrado foi fornecido na sala de ordenha, em partes iguais
na ordenha da manha e da tarde. Nos dltimos 2 dias do 1° periodo e nos dias 2,4, 7, 15 e
21, do 3° periodo, foram recolhidas amostras de pastagem, aleatoriamente ao longo da
parcela. No dultimo dia destes periodos também foram recolhidas amostras de
concentrado.

O célculo da ingestdao individual de erva na pastagem (média por cada periodo
de medig¢des) foi feito através do método baseado na performance animal (Baker, 1982).

Desta forma, foram tidas em conta as necessidades em energia metabolizdvel (EM) dos
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animais, determinadas pelo somatério das necessidades de manutencao, de produgiao, de
gestacdo e variacdo do peso vivo, deduzindo a EM fornecida pelo concentrado, e

dividindo pelo valor energético da pastagem (EM/kgMS'l), de acordo com a férmula:

Ingestao MS = (EMm + EMp + EMg + EMAPYV) - (Emc) / EM pastagem Kg

EMm = energia metabolizavel para manuten¢do, Mj dia™

EMp = energia metabolizdvel para producdo, Mj dia™

EMg = energia metabolizével para gestacdo, Mj dia™

EMAPV = energia metabolizdvel para ganho de peso vivo, Mj dia™

EMc = energia metabolizdvel ingerida sob a forma de concentrado, Mj dia™

As necessidades em EM para manutencdo e producao foram determinadas pelo
sistema proposto pelo MAFF (1975). Foram adicionados as necessidades de
manuten¢do, 20% para a actividade fisica dentro do tipo de maneio e exposi¢do as
condicdes de naturais do meio ambiente (Baker, 1982). As necessidades para produgao
foram determinadas através da producdo de leite e da sua composi¢do em gordura e
proteina (Tyrell e Reid, 1965), pela variacdo do peso vivo ao longo do ensaio e pelas
necessidades de gestacio (MAFF, 1975). A estimativa do valor em EM (Mj/kg MS™)
das forragens e do concentrado foi determinada através de equacdes de previsao
propostas por MAFF (1975), que sao baseados na digestibilidade da MO in vitro.

No Periodo II as vacas foram estabuladas em parques individuais com acesso a
uma manjedoura com bebedouro. A RCM foi distribuida a cada animal duas vezes por
dia, sendo a primeira distribui¢do realizada depois da ordenha da manha e a segunda
depois da ordenha da tarde. A RCM foi fornecida ad libitum tendo sido efectuados
acertos em relacdo a quantidade de alimento distribuida na ordem dos 15%. Todas as
manhas, antes da primeira distribui¢cdo de RCM, foi efectuada uma pesagem individual
do refugo. Durante os dias de amostragem e medicoes (2, 4, 7, 15 e 21), procedeu-se a
recolha de amostras de RCM e de refugo para posterior andlise laboratorial. A ingestao
individual durante o 2° periodo foi calculada, diariamente, a partir da diferenca entre o
alimento fornecido e o refugo.

A produgdo de leite individual (ordenha da manha e da tarde) didria foi medida
durante todo o ensaio, e foram recolhidas duas amostras de leite individuais em cada

ordenha nos dias de amostragem (dia 10 do Periodo I e dias 2, 4, 7, 15 e 21 dos
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Periodos II e III). Uma amostra de leite da ordenha da manhd e outra da ordenha da
tarde foram levadas para o SERCLAT, imediatamente a seguir a ordenha, onde se
procedeu a andlise da gordura e da proteina. Foram obtidas amostras de leite compostas,
misturando o leite das ordenhas da manha e da tarde de cada animal em quantidades
proporcionais a produ¢do em cada uma das ordenhas. Estas foram congeladas para a
posterior determinacdo do perfil dos AG da gordura do leite, na Estacdo Zootécnica
Nacional.

Os animais foram pesados nos dltimos dois dias de cada periodo, ap6s a ordenha

da manha.

1.5. Metodologia Analitica

1.5.1. Analise quimica dos alimentos e do leite

A caracterizagdo quimica dos alimentos (pastagem, concentrados, silagem de
milho e mistura (silagem de milho com concentrado) foi efectuada no Laboratério de
Nutricdo Animal do Departamento de Ciéncias Agrarias da Universidade dos Acores.
Para a determinagdo da matéria seca (MS), cinza bruta (CB), azoto total (N), proteina
bruta (PB) e extracto etéreo (EE) recorreu-se ao sistema de WEENDE (AOAC, 1995).
A matéria seca (MS) e a matéria seca corrigida das amostras foram determinadas numa
estufa a 65°C e 105°C, respectivamente, até peso constante. De seguida, as amostras
foram moidas num moinho de martelos com crivo de malha de 1 mm. A CB foi
determinada por incinera¢dao numa mufla eléctrica a 550°C, durante 12 horas. O N foi
determinado pelo método de Kjeldahl, utilizando como catalizador o selénio. A PB foi
determinada utilizando a férmula % N x 6,25. Para a determina¢do do EE, a gordura
bruta foi extraida com éter de petrdleo, por extraccao a quente durante 1,30 horas no
Soxhlet. A fibra da parede celular vegetal, definida pelas frac¢oes do NDF (fibra
insolivel em detergente neutro), ADF (fibra insolivel em detergente dcido) e ADL
(fibra insolivel em H,SO,4), foram determinadas de acordo com os métodos propostos
por Goering e Van Soest (1970).

A determinagdo dos teores butiroso e proteico foi realizada por infravermelhos

(Milk-Scan 4000), no SERCLA - Terceira.
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1.5.2. Digestibilidade in vitro da pastagem e da RCM

A digestibilidade in vitro das amostras foi determinada pelo método das duas
etapas de Tilley e Terry (1963), modificado por Alexander e McGowan (1966). Foram
colocadas 0,5 g de amostra de alimento, previamente moidas, em duplicado em tubos de
ensaio de 150 ml. A cada tubo foi adicionada uma mistura 40 ml de solucdo tampao
(saliva sintética) (McDougall, 1948) e 10 ml de suco de rimen, previamente filtrado em
gaze e borbulhado com CO,. Os tubos foram fechados com rolhas munidas de valvulas
de Bunsen, que impedem a entrada de ar e a0 mesmo tempo permitem a saida dos gases
de fermentacdo, permitindo a permanéncia de condi¢des de anaerobiose. Os tubos foram
depois colocados em banho-maria a 39 °C, durante 48 horas, com agitagdo didria ligeira
e ocasional. Apds esta primeira etapa de digestdo microbiana, a fermentacdo foi parada
pela adicao de HCI1 2,2 N até pH = 1,2. De seguida foram adicionados 50 ml de uma
solug@o de pepsina acida, com nova incubacdo a mesma temperatura, durante 48 horas.
O conteddo de cada tubo foi filtrado para cadinhos de porosidade G, e os residuos
insoluveis foram lavados em dgua e secos a 100°C, até peso constante. Os dois padroes
em duplicado (amostras de forragem de digestibilidade in vivo conhecidas), tal como os
ensaios em branco, correram em simultaneo e em paralelo.

O suco ruminal foi fornecido por 2 ovinos adultos, com alimentacdo padronizada
com base em feno de qualidade média e concentrado. O suco de rimen foi retirado
através de uma sonda esofégica e a colheita do in6culo foi feita antes da distribui¢ao

matinal da ra¢do, tendo sido utilizado material previamente aquecido a 39 °C.

1.5.3. Determinacdo quantitativa e qualitativa dos acidos gordos em

amostras de alimento e leite

A determinagd@o do perfil dos dcidos gordos da gordura do leite e das amostras
de alimento foi efectuada na Estacdo Zootécnica Nacional (EZN) — Fonte Boa — Vale de

Santarém.

1.5.3.1. Extraccao de lipidos em alimentos e em gordura de leite

Foi utilizado o mesmo método de extrac¢do lipidica, tanto nas amostras de

alimento como nas amostras de leite. A extraccao foi feita utilizando o método clédssico
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de isolamento e purificacao de lipidos totais de tecidos animais de Folch et al. (1957),

modificado pela EZN (ndo publicado).

Material e Métodos da Extraccio de Lipidos:

1- Pesar cerca de 0,150 g de gordura de leite fresco, para cada tubo devidamente

identificado. No caso dos alimentos, pesar cerca de 0,3 g de concentrado fresco e

mistura liofilizada, e cerca de 0,5 g de pastagem liofilizada.

2- No caso das amostras liofilizadas, adicionar 2,5 ml de metanol e colocar 10 minutos

no aparelho de ultra-sons a 40°C, para humedecer, apds o que se adiciona 5 ml de

diclorometano. Levar novamente ao aparelho de ultra-sons durante 30 minutos a 37°C.
2.1- No caso de a amostra ser fresca, adicionar 7,5 ml da solucdo diclorometano:

metanol (2:1), agitar no vortex durante alguns segundos e colocar no aparelho de ultra-

sons durante 30 minutos a 37°C.

3- Centrifugar durante 5 minutos a velocidade méxima (2500 rpm), para separar a fase

sOlida da fase orgénica que contém os lipidos.

4- Recolher a fase liquida para um novo tubo e ao tubo que contém a fase sélida

adicionar 5 ml de diclorometano: metanol (2:1).

5- Agitar no vortex e colocar durante mais 30 minutos no aparelho de ultra-sons a 37°C.

6- Centrifugar durante 5 minutos a velocidade méaxima de 2500 rpm, para separar a fase

solida da fase orgénica que contém os lipidos. Recolher esta tltima fase para o mesmo

tubo do passo 4.

7- Adicionar ao tubo que contém a fase orginica, 2 ml de solugdo salina (cloreto de

potassio 0,8%), e agitar no vortex durante alguns segundos.

8- Centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm, para separar a fase aquosa (superior), da

fase organica (inferior).

9- Retirar a frac¢cdo inferior, que contém os lipidos, com a ajuda de uma pipeta de

Pasteur, para um tubo ja contendo 1 g de sulfato sédio anidro.

10- Centrifugar durante 5 minutos, para retirar o sulfato sédio anidro.

11- O tubo com a fase orgénica vai a evaporar em corrente de azoto a 40 - 45°C, num

evaporador - METALBLOCK - Thermostats Labtherm com bloco de aquecimento, ndo

deixando secar totalmente.

12- Apds a obtengao do extracto lipidico, segue-se a metilacdo (transesterificacao).
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1.5.3.2. Transesterificacao (Metilacao Basica)

Depois de obter o extracto lipidico € necessdrio converté-lo em derivados ndo
polares de baixo peso molecular, para poderem ser analisados por cromatografia gasosa
(GC) (Christie, 1994; Yamasaki et al., 1999). Se assim nido fosse, seria muito dificil
analisd-los por GC devido a sua baixa volatilidade e alta polaridade (Brondz, 2002).

Os lipidos acyl sdo transesterificados muito rapidamente em metanol anidro na
presenca de um catalizador basico, o metéxido de sdédio, no sentido da obten¢do de um
éster metilico (Figura 1.2). O metéxido de sodio facilita as trocas entre a cadeia de
glicerol e o metanol. Se esta reaccao ocorresse em meio dcido havia o risco da criagdo

de isémeros dos PUFA (Christie, 1994).

‘OCH; (metdxido de Na)

RCOOR" + CH;0H RCOOCH; + R"OH
(metanol) > (éster metilico)

A

Figura 1.2 — Mecanismo geral da transesterificacao.

Deve haver o cuidado de excluir totalmente toda a d4gua do meio para prevenir a
formacdo de acidos gordos livres, resultantes da hidrélise de lipidos, que ndo sdo
metilados por este método. A reaccdo € muito ripida, os fosfoglicéridos sao
completamente transesterificados em poucos minutos a temperatura ambiente. Os
fosfolipidos e os triglicéridos sdo esterificados rapidamente (1 hora). Para os ésteres de

colesterol deve-se deixar a metilar de um dia para o outro (Christie, 1994).

Material e métodos da Metilacdo Basica (Transesterificacio):

1- Diluir a amostra em 1 ml de tolueno seco e adicionar, logo de seguida, 2 ml de
metdxido de s6dio em metanol anidro 0,5 M.

2- Manter a solu¢do a temperatura ambiente durante 2 horas e 30 minutos.

3- Depois desse repouso, juntar 0,1 ml de dcido acético glaciar e 5 ml de dgua ultra-
pura.

4- Os ésteres sao extraidos com duas lavagens de 5 ml de n-hexano.
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5- Adicionar 5 ml de n-hexano, agitar no vortex e centrifugar durante 5 minutos, a
velocidade de 2500 rpm.

6- Retirar a fase organica usando uma pipeta de Pasteur, para um tubo contendo j4 cerca
de 1 g de sulfato de s6dio anidro. Repetir os passos 5 e 6, colocando a fase organica no
mesmo tubo.

7- Centrifugar, durante 5 minutos a velocidade maxima de 2500 rpm, para separar o n-
hexano do sulfato sédio anidro.

8- Nas amostras de alimento, devido a sua pigmentacao, junta-se cerca de 1 g de carvao
activado, agita-se no vortex, vai a centrifugar durante 5 minutos a 2500 rpm e filtra-se a
solug@o para um novo tubo, para evitar residuos de carvao activado.

9- Colocar os tubos a evaporar em corrente de azoto, nas mesmas condigdes que na
Extraccao. Reconstituir com 2 ml de hexano para GC e colocar num vial para levar ao

GC.

1.5.4. Cromatografia Gasosa

A cromatografia ¢ um método fisico de separagdo, no qual os componentes a
serem separados sdo distribuidos entre duas fases: a fase estaciondria (liquido), e a fase
mével (gés). E utilizada com o objectivo de identificar e quantificar os AG presentes
numa amostra. Os AG estdo eluidos num solvente, como o hexano, e sdo submetidos a
uma alta temperatura para volatilizarem. A amostra € introduzida numa corrente de gas
inerte, que actua como gas de arraste (as amostras liquidas vaporizam-se antes da
injeccdo no gas de arraste). O fluxo de gds passa pela coluna, que estd a uma
temperatura elevada, através da qual os componentes da amostra se deslocam a
velocidades diferentes, influenciadas pelo grau de interac¢ao de cada componente com a
fase estaciondria, ndo volatil. Os AG que t€ém maior afinidade com a fase estaciondria
sdo retidos por mais tempo e sdo separados daqueles com menor interac¢io. A medida
que os AG eluem da coluna podem ser quantificados por um detector. A sua
identificacdo € feita com base nos tempos de retengdo e em comparagdo com 0s tempos
de saida de AG conhecidos.

O cromatdgrafo utilizado foi um Hewllet-Pakard HP5890A série 1I, equipado
com um detector de chama ionizante (FID), que trabalhava com hidrogénio como fase
moével. O injector operava a 250°C e o detector a 280°C. A coluna esteve a uma

temperatura de 150°C, durante 20 minutos, de seguida foi aumentando 5°C/min, até
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atingir um novo patamar, permanecendo nesse patamar 70 minutos, posteriormente,
aumentou mais 5°C/min até o ultimo patamar, onde permaneceu mais 45 minutos. O
tempo total da corrida foi de 160 minutos. A andlise dos ésteres metilicos foi feita
utilizando um sistema de injec¢do automadtico e uma coluna capilar de silica fundida
(Sulpeco SP — 2380) com 100 m, 0,25 mm de didmetro interno e 0,20 um de espessura
de camada estaciondria.

Pelo que foi estabelecido pelo esbo¢o da Norma Portuguesa — Documento de
Trabalho (1996), os picos dos cromatogramas devem ser identificados de acordo com o
seu tempo de reten¢do e por comparagdo com alguns &dcidos gordos. Foram feitas

coelui¢des das amostras com AG padrao para identificar correctamente alguns 4cidos.

1.5.5. Quantificacdo — calculo e apresentacio dos resultados da metilacao

basica

Os AG individuais foram calculados como percentagem da drea de cada pico,
em relacdo a drea dos picos totais inscritos no integrador. Os resultados da extrac¢ao

alcalina foram expressos em percentagem do total de AG.

1.6. Analise Estatistica

A producdo didria de leite e a ingestao e composi¢ao do leite a partir do dltimo
dia do Periodo I, e nos dias 2, 4, 7, 15 e 21 dos Periodos II e III foram analisados como
medidas repetidas pelo procedimento MIXED do SAS (SAS Institute, Inc., Cary, NC,
1989). O modelo incluiu os efeitos fixos da dieta, dieta em interac¢do com o tempo, o
efeito aleatério do animal e o erro aleatério residual. O tempo foi considerado uma
medida repetida. A IMS inicial foi usada como covaridvel (todas as vacas estavam numa
fase da lactagd@o posterior ao pico de producdo de leite). A estrutura de covariancia auto-
regressiva de primeira ordem (AR (1)) foi utilizada de acordo com o critério de
informacdao Akaike da amostra finita corrigida e o critério de informagdo Bayesiano de
Schwarz (Wang e Goonewardene, 2004). As declaracdes de contraste foram incluidas

no modelo para avaliar as diferengas entre os tratamentos.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. Composicao quimica dos alimentos e dos seus AGs

Os resultados da composi¢do quimica dos alimentos: pastagem, concentrado e
racdo completa de mistura, e a sua composicdo em AG estdo descritos no Quadro 12. A
pastagem era de alta qualidade possuindo valores médios de 28,8% de PB (com base na
MS), e 55% de NDF. No Periodo III, a pastagem apresentou teores de PB mais elevados
e teores de ADF e ADL mais baixos, do que no Periodo I. Como esperado, o 4cido
linolénico (C18:3 n-3) foi o principal AG presente nas amostras de pastagem (Loor et
al., 2002). A composi¢do quimica do concentrado foi concordante com a composi¢ao
dos ingredientes. A RCM composta por 60% de silagem de milho e 40% de concentrado
(com base na MS) conteve 16.1% PB, 26.3% NDF, e 35.2% de amido. Os AG mais
representativos do concentrado e da RCM foram o 4cido oleico (C18:1 cis-9) e o acido

linoleico (C18:2 n-6), em concordancia com a composicdo em AG do milho gréo.

Quadro 12 — Composicdo quimica, digestibilidade in vitro, e composi¢do em acidos gordos dos

alimentos utilizados no ensaio.

Item Pastagem Concentrado® RCM®
Periodo I Periodo III Periodo I Periodo III
MS % 16.0 14.3 90.3 90.0 56.4
% MS
CB 9.1 8.7 3.1 4.7 8.4
PB 25.6 32.0 9.8 10.5 16.1
EE 2.5 24 2.6 2.6 2.1
NDF 55.0 54.9 10.3 11.3 26.3
ADF 25.7 23.2 33 34 17.0
ADL 2.4 2.1 ND® ND 2.9
Amido ND ND 64.5 63.7 35.2
Digestibilidade MS in 69.1 70.3 90.9 90.8 83.8
vitro
Acidos gordos g/100 g 4cidos gordos totais
14:0 04 0.4 0.1 0.1 1.0
16:0 8.5 8.5 10.3 11.3 13.6
18:0 0.6 0.6 1.9 1.7 23
18:1 cis-9 1.2 1.2 26.5 26.3 16.1
18:2n-6 8.4 8.5 55.3 55.0 54.1
20:0 - - 0.4 0.3 -
18:3 n-3 74.6 75.2 1.4 1.6 5.6

* Concentrado 2 base de milho (96% milho grio, 0.5% sal, ¢ 3.5% premix mineral MINERVET 2/1;
Vetagri Alimentar, SA, Cantanhede, Portugal).
" 60% silagem de milho e 40% concentrado.

¢ Ndo determinado.
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2.2. Ingestao e performance animal

Os efeitos na ingestdo, producdo e composi¢do do leite, e peso corporal estdo
representados no Quadro 13. A IMS total ndo diferiu entre o Periodo I e o Periodo III,
mas foi mais elevada no Periodo II, quando os animais foram alimentados com uma
RCM. Isto estd de acordo com estudos anteriores que registaram IMS mais baixas em
vacas leiteiras alimentadas apenas na pastagem (Kolver e Muller, 1998) ou pastagem
com concentrado (Bargo et al., 2002) comparativamente a vacas alimentadas com RCM,
mas em contraste com os resultados de Schroeder et al. (2003), que ndo observaram
diferencas significativas na IMS total de vacas alimentadas com uma RCM baseada em
silagem de milho, ou pastagem suplementada com concentrados baseados em milho, ou

substituindo parcialmente o milho com sais de Ca de AG.

Quadro 13 - Ingestdo, producdo de leite, composi¢do do leite e peso vivo nos diferentes

periodos experimentais”.

PC1 RCM PC2 EPM Efeito Contraste
Dieta Dieta x
Tempo

RCMvs PClyvs
PC1,PC2 PC2

IMS
Pastagem, kg/d 15.9 - 15.7 0.31 <0.001 <0.001 <0.001 0.546
Silagem, kg/d - 14.5 - 0.29 <0.001  0.005 <0.001 1.000
Concentrado, kg/d 4.5 9.7 4.5 0.19 <0.001  0.005 <0.001 0.959
Total, kg/d 20.4 242 20.2 0.56 <0.001  0.001 <0.001 0.774
Leite
Producao, kg/d 249 27.2 26.3 1.27 <0.001 <0.001 <0.001 0.093
ELC", kg/d 27.2 27.0 26.7 1.17  0.855 <0.001
Gordura, % 4.06 3.45 3.84 0.142 <0.001 0.003 <0.001 0.076
Proteina, % 342 3.36 339  0.044 0.505 0.490
Gordura, kg/d 1.01 0.92 0.95 0.043 0.026 <0.001 0.009 0.133
Proteina, kg/d 0.84 0.89 0.85 0.042 0.073 <0.001 0.022 0.787
PL/IPB® 0.19 0.23 0.16 0.009 <0.001 0.003 <0.001 0.006
Peso vivo, kg 572 576 573 15.1  0.243 0.875

*PCI1 = Pastagem ad libitum suplementada com 5 kg/d de concentrado durante os primeiros 10 dias do
ensaio; RCM = racdo completa de mistura constituida por 60% de silagem de milho e 40% de
concentrado durante 21 dias; PC2 = Pastagem ad libitum suplementada com 5 kg/d de concentrado
durante os dltimos 21 dias do ensaio. " Energia do leite corrigida, calculada segundo a férmula: (0.324 x

kg leite) + (12.95 x kg gordura do leite) + (7.20 x kg proteina do leite). ¢ Proteina leite/Ingestdo PB.
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Apesar do aumento da IMS quando as vacas foram mudadas para a dieta de
RCM, os valores maximos ndo foram imediatamente atingidos (Figura 2.2). Esta
resposta pode ser atribuida a mudanca abrupta de dieta e também a dificuldade de
adaptagdo das vacas, habituadas ao pastoreio, ao estabulo. Quando transitaram da RCM

para a pastagem, as vacas apresentaram um declinio imediato na IMS.
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Figura 2.2 — Alteracdes na ingestdo de matéria seca total. Os simbolos a cheio sdo relativos aos
Periodos I e III quando as vacas estiveram em pastoreio, suplementadas com um concentrado a
base de milho. Os simbolos vazios sdo relativos ao Perfodo II quando os animais foram

alimentados com uma RCM a base de silagem de milho.

A producdo de leite variou entre periodos (Figura 3.2), provavelmente
reflectindo as altera¢des didrias no valor nutritivo dos alimentos. A producao de leite foi
significativamente mais elevada quando as vacas foram alimentadas com RCM (Periodo
I). Os efeitos observados na producdo de leite ndo sdo totalmente explicados pelas
diferencas na IMS, uma vez que este parametro niao apresentou diferencas entre os
Periodos I e III, mas a producdo de leite foi maior no Periodo II. Esta diferenca pode ser
atribuivel ao menor conteido em fibra da pastagem. Estudos anteriores que compararam
dietas de RCM com dietas baseadas na pastagem registaram producdes de leite mais
baixas em vacas em pastoreio com (White et al., 2001; Agenis et al., 2002; Bargo et al.,
2002) ou sem suplementa¢do com concentrado (Kolver e Muller, 1998; Auldist et al.,
2002). A menor producdo de leite nas vacas alimentadas apenas com pastagem de alta
qualidade comparativamente a vacas alimentadas com uma RCM nutricionalmente
balanceada foi atribuida a menor IMS e a menor ingestdo de energia (Kolver e Muller,

1998). Portanto, os concentrados que contém ingredientes ricos em amido sdo
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fornecidos a vacas em pastoreio para aumentar a ingestdo de energia e a producdo de
leite, e para minimizar as perdas de condi¢@o corporal e eficiéncia reprodutiva (Bargo et
al., 2002). Contudo, apesar de alguns estudos (Bargo et al., 2002; Reis e Combs, 2000a,
2000b; Soriano et al., 2000) referirem que a suplementacdo da pastagem com 8 a 9
kg/dia de concentrados a base de milho aumentou a IMS total em aproximadamente 21
kg/dia e manteve a produgdo de leite nos 30 kg/dia, ambos foram inferiores a quando os

animais foram alimentados com RCM.
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Figura 3.2 — Alteragdes didrias na produgdo de leite. Os simbolos a cheio s@o referentes aos
Periodos I e III quando as vacas estiveram em pastoreio, suplementadas com um concentrado a
base de milho. Os simbolos vazios s@o relativos ao Periodo II quando os animais foram

alimentados com uma RCM a base de silagem de milho.

O teor de gordura do leite diminuiu quando as vacas foram alimentadas com a
dieta de RCM (Figura 4.2), o que estd em concordincia com a maior ingestdo de amido
conseguida com esta dieta. Coincidiu também com o aumento da concentracdo de C18:1
trans-10 no Periodo II, que tem sido correlacionado negativamente com a gordura do
leite (Kadegowda et al., 2008). Apesar de nao significativo, foram observados teores de
gordura ligeiramente superiores em vacas alimentadas com dietas apenas de pastagem
em comparacdo com dietas de RCM (Kolver e Muller, 1998). Reciprocamente, Bargo et
al. (2002) observaram percentagens de gordura no leite mais elevadas com vacas
alimentadas em pastoreio com RCM parcial e RCM, do que vacas alimentadas na

pastagem suplementadas com concentrado. Estes resultados foram atribuidos a maior
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N

ingestdo de fibra na pastagem de boa qualidade e a ingestdo de concentrado
separadamente da forragem, duas vezes ao dia. Isto pode também contribuir para
explicar a ligeira diferenca observada no teor de gordura do leite entre os Periodos I e
IIT no presente estudo. Os efeitos observados na producao e no teor de gordura do leite
foram reflectidos na produgdo de energia corrigida do leite. O teor de proteina nao foi
afectado pelos tratamentos da dieta, mas a eficiéncia de conversdo do azoto da dieta em
azoto do leite foi significativamente superior com a dieta de RCM. Estes resultados
sugerem que a maior ingestdo de PB nas dietas de pastagem foi usada ineficientemente,
devido ao elevado contetido de azoto degraddvel no rimen, em relacdo ao seu conteido
em energia fermentescivel. O efeito significativo observado na produgdo de proteina do

leite reflecte claramente o efeito na producao de leite.
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Figura 4.2 — Alteracdes no teor de gordura do leite. Os simbolos a cheio sdo referentes aos
Periodos I e III quando as vacas estiveram em pastoreio, suplementadas com um concentrado a
base de milho. Os simbolos vazios s@o relativos ao Periodo II quando os animais foram

alimentados com uma RCM a base de silagem de milho.

2.3. Composicao em AG da gordura do leite

A composi¢ao em AG da gordura do leite de C8:0 a C24:0, com excepg¢ao dos
AG em C18:1 (Quadro 16), é dada no Quadro 14.
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Quadro 14 — Acidos gordos da gordura do leite (g/100 g de AG totais) produzidos nos

diferentes tratamentos experimentais”.

Acidos Gordos PC1 RCM PC2 EPM Efeitos Contrastes

Dieta Dieta x RCM vs PC1, PCI1 vs

Tempo PC2 PC2

8:0 0.97 0.68 0.24 0.040 <0.001 <0.001 0.022 <0.001
10:0 265 3.08 172 0.150 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
10:1 0.30 027 0.20 0.018 <0.001 <0.001 0.040 <0.001
12:0 339 460 264 0.178 <0.001 <0.001 <0.001 0.001
14:0 10.88 12.23 939 0.330 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
14:1 cis-9 1.07 140 1.04 0.143 <0.001 <0.001 <0.001 0.721
15:0 1.24  2.01 129 0.093 <0.001 <0.001 <0.001 0.646
16:0 22.32 2641 23.19 0.489 <0.001 <0.001 <0.001 0.147
16:1 trans-9 0.07 0.12 0.07 0.007 <0.001 <0.001 <0.001 0.522
16:1 cis-7 0.33 032 035 0.011 0.004 <0.001 0.018 0.062
16:1 cis-9 1.56 225 197 0.128 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
16:1 cis-13 0.13 0.18 0.14 0.016 0.051 <0.001 0.016 0.884
17:1 cis-8 0.09 0.08 0.09 0.004 0.049 <0.001 0.029 0.946
17:1 cis-9 0.24 037 0.36 0.030 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
18:0 12.13 8.41 12.61 0.651 <0.001 <0.001 <0.001 0.364
18:2 n-6 148 237 202 0.117 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
18:3 n-3 0.72 049 0.73 0.029 <0.001 <0.001 <0.001 0.885
20:0 0.16 0.13 0.16 0.008 <0.001 0.357 <0.001 0.505
20:1 n-9 0.11 0.09 0.12 0.007 0.001 0.475 0.002 0.154
20:3 n-3 0.02 0.03 0.03 0.005 0.521 0.565
20:2 n-6 0.03 0.04 0.04 0.003 0.009 0.022 0.919 0.013
20:3 n-6 0.08 0.11 0.12 0.008 0.024 <0.001 0.344 0.006
20:4 n-6 0.09 0.14 0.14 0.009 <0.001 <0.001 0.004 <0.001
20:5 n-3 0.07 0.08 0.06 0.006 <0.001 <0.001 <0.001 0.338
22:0 0.06 0.05 0.06 0.004 0.008 0.636 0.008 0.938
22:2 n-6 0.08 0.04 0.04 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
22:4 n-6 0.10 0.12 0.11 0.004 <0.001 <0.001 <0.001 0.471
22:5n-3 0.10 0.03 0.08 0.007 <0.001 <0.001 <0.001 0.003
23:0 0.04 0.03 0.04 0.002 <0.001 0.490 <0.001 0.405
24:0 0.05 0.03 0.06 0.010 0.042 0.239 0.104 0.437
Nio identificados 3.80 2.72 1.50 0.086 <0.001 <0.001 0.004 <0.001

*PCl1 = Pastagem ad libitum suplementada com 5 kg/d de concentrado durante os primeiros 10 dias do

ensaio; RCM = racdo completa de mistura constituida por 60% de silagem de milho e 40% de

concentrado durante 21 dias; PC2 = Pastagem ad libitum suplementada com 5 kg/d de concentrado

durante os ultimos 21 dias do ensaio.
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O perfil dos AG da gordura do leite foi significativamente diferente nos Periodos
I e III, quando os animais foram alimentados com pastagem, relativamente ao Periodo
I, em que foram alimentados com uma RCM. A dieta afectou significativamente a
concentracdo de todos os AG da gordura do leite, com excepc¢do do C18:1 trans-12,
C18:1 cis-12, 18:1 cis-15, e C20:3 n-3. A ingestdo da RCM no Periodo II aumentou
significativamente a concentracdo dos AGCC e AGCM (C10, C11:0, C12:0, C13:0,
C14:0, C14:1 cis-9, C16:0 e C16:1 cis-9) e a concentracdo dos AGCL (C18:1 trans-10,
C18:1 cis-11 e cis-12), assim como do C18:2 n-6. Durante os periodos de pastoreio
(Periodos I e III) a gordura do leite possuiu uma concentragdo elevada (P<0.05) dos
mais representativos AGCL da gordura do leite (C18:0, C18:1 cis-9, C18:1 trans-11,
C18:3 n-3, C18:2 cis-9,trans-11 CLA e C18:2 trans-11,cis-15). Portanto, a substitui¢do
da RCM pela pastagem na dieta de vacas leiteiras tornou a gordura do leite mais
insaturada. A mesma situacdo foi verificada por Kelly et al. (1998a), Rego et al. (2004)
e Khanal et al. (2008), quando as vacas passaram de uma dieta de RCM para a pastagem
ou quando a dieta foi mais rica em &4cido linolénico (Grummer, 1991). Nao s6 o
aumento da ingestdo de AGCL presentes na pastagem inibiu a sintese de novo de
AGCC e AGCM na GM (Dhiman et al., 1995), mas também vacas alimentadas com
menos energia do que o necessdrio, produziram uma gordura com menos AGCC e
AGCM, comparativamente ao leite de vacas alimentadas adequadamente (Timmen e
Patton, 1988). A diminui¢do da concentragao dos MUFA e PUFA com a dieta de RCM,
pode ter sido causada pela menor ingestdo de AGI (Harfoot e Hazlewood, 1997) e/ou
pela redugdo da actividade da enzima A’ desaturase (Baumgard et al., 2000). Rego e
Almeida (2002) ao substituirem a pastagem por silagens de erva e de milho verificaram
um aumento dos AGCC e AGCM e uma diminuicdo dos AGCL, particularmente do
dcido oleico.

As alteragdes das concentracdes dos principais AG da gordura do leite ao longo
dos trés periodos experimentais estdo representadas graficamente nas Figuras 5.2, 6.2,
7.2 e 12.2. As concentracdes dos AG ldurico, miristico e palmitico, os chamados acidos
gordos hipercolesterémicos, (respectivamente C12:0, C14:0 e C16:0) mostram um
padrao sequencial semelhante (Figura 5.2). Globalmente, estes trés AG tiveram a
concentracdo mais elevada no dia 14, depois da transi¢do da pastagem para a dieta de
RCM, e a concentracdo minima a volta do dia 4, depois da transi¢do para a pastagem
(Periodo III). Por exemplo, a concentragdo do 4cido palmitico, o mais representativo

AG na gordura do leite, foi de 22.6 g/100 g AG totais no Periodo I, aumentou para o
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maximo de 28.1 g/100 g AG totais no Periodo II, e diminuiu para 24.4 g/100 g AG
totais no dia 2 do Periodo III, atingindo a concentracdo minima (20.5 g/100 g AG totais)

no dia 14 do mesmo periodo experimental.
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Figura 5.2 — Evolucdo da concentracio dos AG hipercolesterémicos (C12:0, C14:0 e C16:0) ao
longo dos periodos experimentais. Os simbolos a cheio sdo referentes aos Periodos 1 e III
quando as vacas estiveram em pastoreio, suplementadas com um concentrado a base de milho.
Os simbolos vazios sdo relativos ao Periodo II quando os animais foram alimentados com uma

RCM a base de silagem de milho.

Em geral, os AGCL (com excep¢ao do C18:2 n-6) exibiram um comportamento
contrario relativamente aos AGCC e AGCM, cujas concentragdes diminuiram
imediatamente apds a transicao da pastagem para a RCM, e aumentaram dois dias apds
a mudanca para a pastagem (Figura 6.2, 7.2, 12.2). A concentracdo dos AG estedrico
(C18:0) e oleico (C18:1 cis-9), respectivamente 12.1 e 22.3 g/100 g AG totais no
Periodo I, diminuiu gradualmente até ao dia 7 do Periodo II para 7.7 e 18.5 g/100 g AG
totais, e depois estabilizou até ao dia 21, onde registaram 8.8 e 18.6 g/100 g AG totais,
respectivamente (Figura 6.2). Depois da mudanca para a pastagem (Periodo III),
atingiram a concentracdo préxima do maximo no dia 4 com 12.9 e 28.3 g/100 g AG
totais. Enquanto a concentracdo do dcido estedrico estabilizou, o &cido oleico
apresentou maior variacao entre os dias de amostragem.

A mudanca das vacas da pastagem para a dieta de RCM resultou num aumento
dramético da concentracdo de dcido linoleico de 1.48 para 2.72 g/100 g AG totais no dia

4 do Periodo II, o valor méximo obtido, decrescendo para 2.36 g/100 g AG totais no
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ultimo dia deste periodo. Depois da mudanca para a pastagem a sua concentragio
decresceu gradualmente até atingir 1.32 g/100 g AG totais no dia 21. Na Figura 7.2
pode verificar-se que as concentracoes do acido C18:2 trans-11,cis-15 e do acido
linolénico decresceram rapidamente apds a transicdo da pastagem para a RCM,
enquanto a concentracdo do dcido linoleico aumentou, tal como foi documentado por
Griinari e Bauman (1999). Depois da transi¢do da RCM para a pastagem, verificou-se a
situacdo inversa. Estes dados sdo consistentes com os resultados apresentados por Kelly

et al. (1998a), Dhiman et al. (1999a), Rego et al. (2004) e Khanal et al. (2008).
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Figura 6.2 — Evolucio da concentrac¢do do 4cido estedrico (C18:0) e do 4cido oleico (C18:1 cis-
9) ao longo dos periodos experimentais. Os simbolos a cheio sdo referentes aos Periodos I e 111
quando as vacas estiveram em pastoreio, suplementadas com um concentrado a base de milho.
Os simbolos vazios sdo relativos ao Periodo II quando os animais foram alimentados com uma

RCM a base de silagem de milho.

As concentragdes do AG o-linolénico e CI18:2 trans-11,cis-15 (um AG
intermedidrio da biohidrogenagdo do AG a-linolénico proveniente da dieta) mostraram
um padrao muito similar ao longo dos periodos experimentais (Figura 7.2), espelhando
a forte correlacao entre estes dois AG (12 = 0.86, n = 11, P<0.001 (a); r2 = 0.52, n = 86,
P<0.001 (b); Figura 8.2). As suas concentracdes foram, respectivamente, 0.70 e 0.38
2/100 g AG totais no Periodo I, diminuiram gradualmente para um minimo de 0.38 e
0.13 g/100 g AG totais no dia 21 do Periodo II, atingindo a um maximo de 0.87 e 0.54
g/100 g AG totais no dia 7 do Periodo III.
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Apesar da forte relacdo entre o acido trans-vacénico (C18:1 trans-11) e o 4cido
ruménico (C18:2 cis-9,trans-11) (r2 = 0.61, n = 86, P<0.001), a evolu¢do do padrdo de
concentracdo ao longo dos periodos experimentais foi ligeiramente diferente por causa
da grande variabilidade do C18:1 trans-11 (Figura 12.2), maioritariamente durante a
dieta de RCM. A concentracao do acido ruménico foi de 1.7 g/100 g AG totais no
Periodo I, e diminuiu gradualmente até ao dia 21 da dieta de RCM, atingindo o minimo
de 0.44 g/100 g AG totais. Depois da transi¢do para a pastagem a sua concentragao
aumentou gradualmente até ao sétimo dia e estabilizou a partir dessa altura, atingindo o
valor maximo no dia 21 de 2.16 g/100 g AG totais. Portanto, o acido ruménico
aumentou 5 vezes mais desde o ultimo dia da RCM (Periodo II) para o dltimo dia de
pastoreio (Periodo III). A concentracdo de C18:1 trans-11 diminuiu de 2.63 g/100 g AG
totais no Periodo I para um minimo de 1.32 g/100 g AG totais no dia 14 do Periodo II e
depois da transicao para a pastagem aumentou, atingindo o maximo de 3.82 g/100 g AG

totais no dia 7 do Periodo III, estabilizando a partir dai.
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Figura 7.2 - Evolucdo da concentragdo dos AG C18:2 n-6, C18:3 n-3 e C18:2 trans-11,cis-15)
ao longo dos periodos experimentais. Os simbolos a cheio sdo referentes aos Periodos I e III
quando as vacas estiveram em pastoreio, suplementadas com um concentrado a base de milho.

Os simbolos vazios sdo relativos ao Periodo II quando os animais foram alimentados com uma

RCM a base de silagem de milho.
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Y = (0.7389+ 0.09799) X — 0.1914 + 0.06271; r* = 0.8634
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Figura 8.2 — Correlacdo entre o C18:3 n-3 e o C18:2 trans-11, cis-15, seu intermedidrio na

biohidrogenagdo ruminal.

Tendo em conta os parametros apresentados no Quadro 14, pode considerar-se
que a gordura do leite produzido no Periodo III tem um valor dietético mais elevado do
que a gordura do leite produzido no Periodo I, provavelmente como resultado de
diferengas na composicdo quimica e no valor nutritivo das pastagens. De uma maneira
geral, estes resultados sdo suportados por Rego et al. (2004) que usaram dietas e
condi¢cdes ambientais similares. Outros estudos sobre o perfil de AG da gordura do leite,

que estudaram dietas de RCM versus pastoreio (Kelly et al., 1998b; Shroeder et al.,
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2003; Kay et al., 2005; Khanal et al., 2008) mostraram uma consistente diminui¢ao nos
AGCC e AGCM (C8:0 a C16:0) e um aumento na concentracdo dos MUFA e PUFA
com os animais em pastoreio. Os resultados de todos estes estudos demonstraram que
incrementos nos AG C18:2 cis-9,trans-11, C18:1 trans-11 e C18:3 n-3 sdo sistematicos,
mas menos consistentes para as concentracoes de C18:0 e C18:1 cis-9. De acordo com
os resultados apresentados, o aumento das concentracdes de C18:1 trans-9, C18:1 trans-
10, C18:1 cis-11, C18:1 cis-12 e C18:2 n-6 esta associado as dietas de RCM. Quando o
pastoreio foi comparado com silagem de milho (Couvreur et al., 2006, 2007) ou com
uma mistura de silagens de erva e de milho (Elgersma et al., 2004) os resultados da
composicdo em AG da gordura do leite foram similares aos resultados apresentados
neste estudo, com excep¢do do dcido linoleico que tendeu a ndo variar com as dietas.

No quadro do Anexo I pode verificar-se uma diminuicdo gradual na
concentracdo de C20:4 n-6 depois da transicdo das vacas da RCM (0.12 g/100 g AG
totais) para a pastagem (0.07 g/100 g AG totais), o mesmo foi observado por Khanal et
al. (2008). A diminui¢do da concentragdo de dcido linoleico na dieta, seu precursor,
levou a sua diminui¢cdo no leite (Khanal et al., 2008). O C22:4 n-6 teve um
comportamento semelhante ao C20:4 n-6 apds a transi¢do da RCM para a pastagem,
que diminuiu a sua concentragdo de 0.16 para 0.09 g/100 g AG totais, enquanto Khanal

et al. (2008) ndo verificaram quaisquer alteracoes.

Acidos gordos de cadeia impar e ramificada

Os tratamentos da dieta afectaram significativamente os AGCIR da gordura do
leite, com excepc¢do do anteiso-C15:0 (Quadro 15; Figura 9.2). A RCM aumentou
significativamente as concentracdes dos AG de cadeia linear impar (C11:0, C13:0,
C15:0, C17:0 e 17:1 cis-9), diminuiu significativamente as concentragdes dos AG iso
(is0-C14:0, iso-C15:0, iso-C16:0 e iso-C17:0) e ndo afectou as concentracdes dos AG
anteiso (anteiso-C15:0 e anteiso-C17:0). O anteiso C17:0 embora ndo apresente
diferencas significativas ao longo dos periodos de amostragem, tendeu a baixar
consistentemente com a ingestdo de RCM (Figura 9.2; Anexo 1), passando de 0.33
g/100 g de AG totais no Periodo I para 0.09 g/100 g de AG totais no dltimo dia do
Periodo II. Depois de os animais voltarem para a pastagem, a concentracdo do anteiso
C17:0 aumentou gradualmente até atingir os 0.31 g/100 g de AG totais no ultimo dia do

Periodo III. A concentragcdo de anteiso-C15:0, neste estudo, ndo foi significativamente
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afectada pelos tratamentos da dieta. A grande abundancia de anteiso-C15:0 em algumas
estirpes de bactérias celuloliticas Butyrivibrio fibrisolvens e o baixo conteido deste AG
na Selenomonas ruminantium torna dificil relacionar este AG com as espécies de

bactérias ruminais (Minato et al., 1988).

Quadro 15 - Acidos gordos de cadeia fmpar e ramificada (g/100 g de AG totais) nos diferentes

periodos experimentais”.

Acidos Gordos PC1 RCM PC2 SEM Efeitos Contrastes

Dieta Dieta RCM vs PC1 vs

xTempo PC1, PC2 PC2

11:0 0.08 023 0.05 0.013 <0.001 <0.001 <0.001 0.274
13:0 0.12 032 0.12 0.016 <0.001 <0.001 <0.001 0.754
iso-14:0 0.10 0.07 0.14 0.006 <0.001 0.001 <0.001 0.002
iso-15:0 032 025 035 0.015 <0.001 0.008 <0.001 0.060
anteiso-15:0 0.68 0.66 0.68 0.022 0.498 0.068
15:0 124 201 129 0.093 <0.001 <0.001 <0.001 0.646
iso-16:0 031 027 037 0.014 <0.001 0.008 <0.001 0.033
iso-17:0 0.65 053 072 0.018 <0.001 0.003 <0.001 0.020
anteiso-17:0 033 021 025 0.020 0.004 <0.001 0.001 0.027
17:0 0.65 0.88 0.82 0.026 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*PCl1 = Pastagem ad libitum suplementada com 5 kg/d de concentrado durante os primeiros 10 dias do
ensaio; RCM = racdo completa de mistura constituida por 60% de silagem de milho e 40% de
concentrado durante 21 dias; PC2 = Pastagem ad libitum suplementada com 5 kg/d de concentrado

durante os ultimos 21 dias do ensaio.

A substituicdo da dieta de pastagem por RCM provocou uma diminui¢do das
concentracdes dos AG iso C14:0, iso C15:0, e iso C17:0 na gordura do leite. Estes AG
passaram de 0.10, 0.32 e 0.65 g/100 g de AG totais, respectivamente, no Periodo I, para
0.09, 0.27 e 0.54 g/100 g de AG totais no ultimo dia do Periodo II. Apds a transi¢dao
para a pastagem, a sua concentracdo aumentou novamente, atingindo os valores
maximos no quarto dia do Periodo III com 0.15, 0.38 e 0.77 g/100 g de AG totais,
posteriormente a concentracdo destes AG decresceu gradualmente até aos 0.13, 0.35 e
0.67 g/100 g de AG totais no ultimo dia deste periodo experimental (Figuras 10.2 a, b;
Anexo I). Diminui¢des da concentragdo dos AG iso C14:0 e iso C15:0 na gordura do
leite também foram verificadas por Nielsen et al. (2004) e Shingfield et al. (2005). Estes
efeitos sdo andlogos aos verificados apés a diminui¢ao do racio F:C, que provoca um

aumento da microflora amilolitica e diminui a microflora celulolitica do rimen (Oshio
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et al., 1987). A substitui¢do da pastagem pela RCM aumentou a ingestdo de amido e
diminuiu a ingestdo de fibra NDF, provocando uma alteracdo substancial no pH do
rimen e na populacdo microbiana presente, aumentando a propor¢do de bactérias
amiloliticas no rimen, uma vez que dietas ricas em amido favorecem as fermentacoes
propidnicas em detrimento das fermentagdes acéticas. A ingestdao da RCM incrementou
significativamente os AG de cadeia linear impar e a ingestdo de pastagem, por sua vez,
provocou um aumento dos AG ramificados da série iso e anteiso. Estes resultados sdo
dados pelas correlagdes apresentadas por Vlaeminck et al. (2006) em que as dietas ricas
em amido sdo correlacionadas positivamente com os AG de cadeia linear impar, e
negativamente com os AG das séries iso e anteiso C15:0. Pelo contrério, dietas ricas em

fibra correlacionam-se positivamente com os AG ramificados da série iso e anteiso.
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Figura 9.2 — Evolugdo da concentragdo dos AG anteiso-C15:0 e anteiso-C17:0 ao longo dos
periodos experimentais. Os simbolos a cheio sio referentes aos Periodos I e III quando as vacas
estiveram em pastoreio, suplementadas com um concentrado a base de milho. Os simbolos
vazios sdo relativos ao Perfodo II quando os animais foram alimentados com uma RCM a base

de silagem de milho.

Os teores de iso-C17:0 e de anteiso-C17:0 no leite foram mais baixos com a
dieta de RCM. Vlaeminck et al. (2006) registaram valores mais elevados destes AG
quando usaram silagem de milho, comparativamente a silagem de erva. Cabrita et al.
(2003) encontraram correlacdes negativas entre o teor de PB da dieta e as proporc¢oes de

z

iso-C17:0 e de anteiso-C17:0 no leite. Neste estudo é improvédvel que as dietas de
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pastagem tenham promovido um crescimento bacteriano mais elevado, pois o teor de

PB da RCM foi inferior ao das dietas baseadas na pastagem.
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Figura 10.2 — Evolugdo da concentragio dos AG iso-C15:0 e iso-C17:0 (a) e dos AG iso-C14:0
e is0-C16:0 ao longo dos periodos experimentais. Os simbolos a cheio sdo referentes aos
Periodos I e III quando as vacas estiveram em pastoreio, suplementadas com um concentrado a
base de milho. Os simbolos vazios sdo relativos ao Perfodo II quando os animais foram

alimentados com uma RCM a base de silagem de milho.

O fornecimento de pastagem aumentou os AGCIR do leite, com excepcao dos
AG de cadeia linear impar, principalmente C15:0 e C17:0 (Figura 11.2). A concentragao
de C15:0 e C17:0 era de 1.24 e 0.66 g/100 g de AG totais, respectivamente, no Periodo
I, e aumentou gradualmente apds a transi¢do para a dieta de RCM, até atingir 2.31 e

1.08g/100 g de AG totais no udltimo dia do Periodo II. Depois da segunda transicao, a
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concentracdo diminuiu ao longo do Periodo III, atingindo 1.33 e 0.68 g/100 g de AG
totais no dltimo dia deste periodo. Similarmente, Cabrita et al. (2007) observaram que a
concentracdo de amido da dieta aumentou os AG C15:0 e C17:0. Estas alteracdes
podem reflectir mudancas nas populagdes microbianas do rimen. A elevada propor¢ao
de C15:0 no total de AGCIR neste estudo € consistente com as observacodes verificadas
com bactérias do rimen puras (Minato et al., 1988). Com base no perfil de AGCIR das
bactérias do rimen, é de esperar que um aumento da propor¢do de bactérias celuloliticas
(com uma dieta de pastagem) resulte num aumento dos AG da série iso, € que um
aumento das propor¢des de bactérias amiloliticas (com uma dieta de RCM) provoque
um aumento dos AG anteiso e de cadeia linear impar (Vlaeminck et al., 2006). Outros
estudos (Moate et al., 2007) encontraram concentra¢des mais elevadas de C15:0 e C17:0
no leite de vacas alimentadas em pastoreio comparativamente a vacas alimentadas com
RCM. Kelly et al. (1998a) e Khanal et al. (2008) também observaram um aumento em
C15:0 na gordura do leite quando as vacas transitaram de uma dieta de pastagem para
uma dieta de RCM. Em concordéancia com os resultados do presente estudo, Roy et al.
(2006) ao compararem uma dieta rica em silagem de milho e concentrados com uma
dieta de feno, observaram uma diminui¢io na concentracdo de AG de cadeia ramificada
na gordura do leite. Adicionalmente, Couvreur et al. (2006) demonstraram haver uma
relacdo linear positiva entre a proporcao de erva fresca fornecida na dieta e a
concentracdo dos AG C15:0 e C17:0 na gordura do leite. A dupla origem dos AG de
cadeia linear impar (origem microbiana e sintese de novo a partir do propionato) (Scaife
et al., 1978; Massart-Leén et al., 1983) e a desaturagdo do C17:0 a C17:1 cis-9 pela A’-
desaturase (Fievez et al., 2003) podem contribuir para explicar estes resultados. Neste
estudo, o aumento dos AG C15:0 e C17:0 no leite com a dieta de RCM podem reflectir
tanto um aumento das bactérias amiloliticas no rimen, como um aumento do
fornecimento de propionato como precursor.

De uma maneira geral verificou-se que a transi¢do da pastagem para a RCM
provocou um incremento nos AG de cadeia linear impar, que atingiram o seu pico
(4.11g/100 g de AG totais - soma de C11:0, C13:0, C15:0 e C17:0) ao 15° dia apds a
alteracdo da dieta. Apds a transi¢ao da RCM para a pastagem, a concentragio destes AG
decresceu até um valor minimo de 1.93g/100 g de AG totais, que foi encontrado até 15
dias depois. Na série anteiso ndo foram verificadas variacoes no anteiso-C15:0
associadas a mudanga da dieta, mas o anteiso-C17:0 decresceu linearmente até ao 15°

dia do Periodo II. Relativamente a série iso, estes AG decresceram significativamente
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com a dieta de RCM até a um minimo (0.78g/100 g de AG totais) encontrado no 7° dia
deste tratamento, aumentando depois até um maximo (1.30g/100 g de AG totais) obtido
apos 4 dias de pastoreio. Isto sugere que a microbiota ruminal responsdvel pela sintese
dos AG da série iso adapta-se mais rapidamente a mudancas na dieta do que a
microbiota responsdvel pela formagao dos AG da série anteiso ou de cadeia linear

impar.
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Figura 11.2 — Evolucdo da concentracdo dos AG cadeia linear impar C15:0 e C17:0 ao longo
dos periodos experimentais. Os simbolos a cheio sao referentes aos Periodos I e III quando as
vacas estiveram em pastoreio, suplementadas com um concentrado a base de milho. Os
simbolos vazios sdo relativos ao Periodo II quando os animais foram alimentados com uma

RCM a base de silagem de milho.

AG em C18:1. Acido trans-vacénico e dcido ruménico (CLA)

Através da andlise do Quadro 16 pode verificar-se que a maior concentracio de
AG em C18:1 nos Periodos I e III (pastagem), respectivamente 32.16 e 36.01 g/100 g de
AG totais, relativamente ao Periodo II (RCM) com 27.96 g/100 g AG totais, deveu-se
ao aumento das concentragdes de C18:1 cis-9 e de C18:1 trans-11, que sdo os principais
AG cis e trans em C18:1 (Khanal et al., 2008). A maior concentracdo de C18:1 trans-11
na gordura do leite em animais alimentados na pastagem, comparativamente a uma dieta
de RCM (Figura 12.2; Quadro 16), também foi verificada por Khanal et al. (2008). Isto
deveu-se a maior ingestdo de 4cido linolénico proveniente da pastagem, cuja

biohidrogenacdo incompleta produz CI18:1 trans-11 no rimen, precursor da sintese
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endégena de CLA (Griinari e Bauman, 1999; Elgersma et al., 2004; Bargo et al., 2006).
Similarmente, a concentracio de CLA na gordura do leite aumentou (Figura 12.2;
Quadro 16) quando os animais estiveram em pastoreio, o que estd de acordo com
diversos estudos (Stanton et al., 1997; Kelly et al., 1998a; Chilliard et al., 2000; Rego et
al., 2004; Khanal et al., 2008). As duas principais causas para o aumento da
concentracdo de CLA na gordura do leite foram o aumento da quantidade de C18:1
trans-11 que escapou do rimen durante a biohidrogenacdo do acido linoleico e do 4cido
linolénico, e a sua conversao em CLA na GM pela A’ desaturase (Khanal et al., 2008).
Estes autores verificaram, através de regressdao linear, que o aumento do periodo de
tempo em pastoreio aumenta a concentracdo de CLA na gordura do leite e que este

aumento acontece até um determinado limite, a partir do qual estabiliza.

Quadro 16 - Efeito dos periodos experimentais na variacdo dos AG em C18:1 e em CLA da

gordura do leite (g/100 g de AG totais).

Acidos Gordos PCl1 RCM PC2 EPM Efeitos Contrastes

Dieta Dietavs RCM vs PC1 vs
Tempo PC1, PC2 PC2

18:1 trans-6 a -8 032 040 030 0.024 0.003 <0.001 0.002 0.702
18:1 trans-9 0.58 0.47 0.27  0.044 <0.001 0.006 0.456 <0.001
18:1 trans-10 0.85 1.56 0.53 0.167 <0.001 <0.001 <0.001 0.287
18:1 trans-11 2.63 1.85 3.09 0298 <0.001 0.004 <0.001 0.242
18:1 trans-12 0.38 0.39 0.37 0.015 0529 <0.001

18:1 cis-9 2225 19.10 26.24 0.737 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
18:1cis-10+trans-15 1.11 1.44 1.41 0.054 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
18:1 cis-11 0.37 0.45 0.38  0.013 <0.001 0.004 <0.001 0.641
18:1 cis-12 020 0.23 0.26  0.018 0.172 0.037

18:1 trans-6, cis-14 0.61 0.42 0.53 0.021 <0.001 <0.001 <0.001 0.007
18:1 cis-15 0.35 034 036 0.016 0.361 0.023

18:2 outros isémeros ° 0.42 0.30 0.34  0.032  0.006 0.006 0.002 0.061
18:2 trans-10,cis-12 0.03 0.03

18:2 trans-11,cis-15 0.38 0.16 035 0.022 <0.001 <0.001 <0.001 0.347
CLA cis-9,trans-11 1.71 0.85 1.58 0.219 <0.001 <0.001 <0.001 0.562

® Qutros isémeros 18:2- somatério dos isémeros 18:2 eluidos depois de 18:1 cis-15 e 18:2 trans-11,cis-15.

As concentragdes de C18:0 e de C18:1 cis-9 diminuiram imediatamente apos a
transicdo da pastagem para a RCM. O mesmo foi observado por Christie (1979),
Timmen e Patton (1988), Chilliard et al. (2001) e Khanal et al. (2008). Um aumento
gradual da concentracdo de C18:0 na gordura do leite pode ser esperado em vacas
alimentadas na pastagem, apesar de este ser desaturado intensivamente a C18:1 cis-9 na

GM, porque € o principal produto final da biohidrogena¢@o ruminal dos 4cidos linoleico

90



e linolénico (Khanal et al., 2008). Também é possivel que as concentracdes de alguns
AG em C18:1 tenham diminuido apds a transi¢ao para a RCM, devido a menor ingestao

de energia na pastagem (Timmen e Patton, 1988).

3 ® (Ci8:l trans-11
B CI18:2 cis-9 trans-11

¢/ 100 g Acidos gordos

Tempo (dias)

Figura 12.2 - Evoluc¢do da concentragdo do 4cido ruménico (C18:2 cis-9,trans-11) e do 4cido
trans-vacénico (C18:1 trans-11) ao longo dos periodos experimentais. Os simbolos a cheio sdo
referentes aos Periodos I e III quando as vacas estiveram em pastoreio, suplementadas com um
concentrado a base de milho. Os simbolos vazios sdo relativos ao Periodo II quando os animais

foram alimentados com uma RCM a base de silagem de milho.

A evolucdo da concentracio do CLA e do TVA ao longo do ensaio estdo
representados na Figura 12.2 e no Anexo I. A diminuicdo do teor de CLA desde o
Periodo I (1.71 g/100 g de AG totais) e ao longo do Periodo II (1.56 no dia 2 para 0.44
g/100 g de AG totais no dia 21) e o aumento da sua concentragdo apds a transi¢ao para o
pastoreio no Periodo III (0.76 no dia 2 até 2.16 g/100 g de AG totais no dia 21) foi
linear, enquanto o TVA teve um comportamento menos regular. A concentracdo de
CLA no leite nos Periodos I e III (pastoreio) foi 2 a 5 vezes superior, em relagdo ao
ultimo dia do Periodo II (RCM), o que estd de acordo com diversos autores (Griinari et
al., 1998b; Kelly et al., 1998a; Lawless et al., 1998; Dhiman et al., 1999a; Rego et al.,
2004).

O C18:1 cis-9,trans-11 foi o isomero de CLA mais abundantemente encontrado
na gordura do leite (Quadro 16), o que estd de acordo com Parodi (1977), Griinari e

Bauman (1999) e Rego et al. (2005a, 2009). Este AG representou 98,28% do total de
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CLA, no Periodo I, € 96,51% no Periodo III. O isémero C18:2 trans-10,cis-12 foi
encontrado na gordura do leite nos Periodos I e II, ndo tendo sido detectado no Periodo
III. Os isémeros de CLA identificados ndo responderam similarmente a transi¢do, o
sugere que os diferentes isdémeros seguem diferentes vias metabdlicas na sintese na GM
(Elgersma et al., 2004).

Khanal et al. (2008) observaram uma correlacdo linear negativa ligeira entre o
teor de gordura e o teor de CLA do leite, quando analisados separadamente dos dados
obtidos durante a dieta de pastagem. Lawless et al. (1998) observaram uma redugdo
significativa no teor de gordura do leite com o aumento do teor de CLA no leite, quando
vacas mantidas na pastagem foram suplementadas com 3,1 kg de polpa de beterraba,

sementes de soja extrudidas ou sementes de colza extrudidas.

y = 0.493x + 0.071, r* = 0,608

TVA (%)

Figura 13.2 — Correlagdo entre as concentragdes de CLA (C18:2 cis-9, trans-11) e de TVA
(C18:1 trans-11), na gordura do leite (n= 86; P<0,001).

A forte correlagdo verificada entre o CLA e o TVA (Figura 13.2.), também
observada por outros autores (Jahreis et al., 1997; Chilliard et al., 2000, 2001, 2003;
Solomon et al., 2000; Rego et al., 2004, 2005a,b, 2008b; Khanal et al., 2008), indica que
estes AG t€m um precursor comum. A diminui¢do acentuada no conteido em &4cido
linolénico na dieta das vacas alimentadas com RCM, e a diminuicdo simultanea das
concentracdes de TVA e de CLA na gordura do leite ap6s a transicao da pastagem para
a RCM, suportam a hipétese que o 4cido linolénico € o precursor predominante do TVA

e, consequentemente, do CLA na gordura do leite, assim como foi proposto por
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Elgersma et al. (2004). Estes autores sugerem que esta correlacio mostra a relagdo

precursor/produto.
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Figura 14.2 — Evolucdo ao longo do ensaio e hierarquia das concentragdes de CLA (C18:2 cis-
9, trans-11) e de TVA (C18:1 trans-11), na gordura do leite das 8 vacas utilizadas no ensaio (n=

86; P<0,001).

Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre vacas,
relativamente aos niveis de CLA na gordura do leite. Pela andlise da Figura 14.2
observou-se um aumento gradual dos teores de CLA, a nivel individual, ao longo do
Periodo III, apds a transi¢cdo para o pastoreio, € até ao fim do ensaio. Observou-se uma
correlacdo significativa (P<0,001) relativamente aos niveis de CLA entre os dias 10 e
52 (dltimo dia do Periodo I e ultimo dia do Periodo III, respectivamente), para cada
vaca, nao tendo sido verificado qualquer correlacdo (P<0,05) entre os dias 10 e 31
(dltimo dia do Periodo I e dltimo dia do Periodo II, respectivamente) e entre os dias 31 e
52 (dltimo dia do Periodo II e ultimo dia do Periodo III, respectivamente).

Diversos estudos realizados observaram grandes variacdes dos niveis de CLA da
gordura do leite entre animais (Kelly et al., 1998a; Lawless et al., 1998; Solomon et al.,
2000; Rego et al., 2004; Khanal et al., 2008). Kelly et al. (1998a) e Khanal et al. (2008)
verificaram que os limites de variacdo individual foram maiores em animais
alimentados exclusivamente na pastagem, comparativamente a animais alimentados

com RCM. A variacdo individual entre vacas nos contetidos de CLA e de TVA do leite
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aumentou com o incremento da concentragdo de CLA e de TVA, o que foi associado ao
aumento do tempo de pastoreio (Khanal et al., 2008). Nas vacas em pastoreio, o dcido
linolénico é o AGI da dieta mais abundante. Durante a biohidrogena¢do ruminal o dcido
linolénico é convertido em TVA pela ac¢do da A’ desaturase na GM (Griinari et al.,
2000). A grande variacdo da actividade da A’ desaturase na GM conduz as variacdes
individuais na concentracdo de CLA na gordura do leite (Lock e Gransworthy, 2003). J&
tinha sido observado anteriormente que vacas em pastoreio tinham maiores variacdes no
teor de CLA no leite comparativamente a vacas alimentadas com RCM (Jahreis et al.,
1997; Kelly et al., 1998a; White et al., 2001, Rego et al., 2004).

Lawless et al. (1999) mostraram haver correlagdes significativas entre os niveis
de CLA da gordura individual do leite de vacas na pastagem dentro da mesma racga, em
duas amostragens distintas. Pelo contrario, Solomon et al. (2000) observaram que as
vacas ndao mant€ém a mesma relacdo hierdrquica na concentracio de CLA no leite,
diferindo entre dietas. No entanto, Peterson et al. (2002) relataram que a hierarquia
individual para as concentragdes de CLA na gordura do leite foi mantida durante um
largo periodo de tempo, num estudo de 12 semanas entre animais submetidos a mesma
dieta, mesmo no grupo de tratamento varidvel, que alternava entre duas dietas. Esta
hierarquia parece manter-se mesmo quando existe uma mudanca na dieta. A existéncia
dessa hierarquia para a producdo de CLA para os animais em pastoreio € confirmada
neste trabalho, assim como por outros autores (Kelly et al., 1998a,b; Elgersma et al.,
2004; Rego et al., 2004, 2005a,b).

A base fisioldgica para a variacdo dos niveis de CLA da gordura do leite entre
individuos e a hierarquia individual mantida por diferentes dietas ainda ndo foi
estabelecida, mas pode incluir diferencas em relacdo a padrdes de alimentagdo,
mecanismos genéticos, populacdo ruminal e actividade da A’ desaturase na glandula
mamadria (Rego et al., 2005a). A dieta é um dos principais determinantes do teor de
CLA na gordura do leite, mas as variagdes individuais de cada vaca também devem ser
consideradas (Rego et al., 2004). O estudo da heritabilidade deste factor (actividade da

A’ desaturase) permitird seleccionar os animais que produzem mais CLA.

Acidos Gordos Saturados e Insaturados

O Quadro 17 mostra o somatério dos AGS, MUFA, PUFA, AG hiper (H) e

hipocolesterémicos (h) e alguns rdcios de importancia a nivel do valor nutricional da
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gordura do leite. Todos estes parametros foram significativamente influenciados pela
dieta. Quando os animais estiveram em pastoreio, a gordura do leite apresentou um
maior conteido em CLA, MUFA, PUFA, AG n-3, TVA, frac¢cdo hipocolesterémica e
nos racios PUFA/AGS e h/H, e ao mesmo tempo, verificou-se uma diminuicdo dos
AGS e do ricio n-6/n-3, dados consistentes com os apresentados por diversos autores
(Hollo et al., 2005; Couvreur et. al., 2006; Dewhurst et al., 2006; Kraft et al., 2008; Or-
Rashid et al., 2008). A ingestdo da RCM resultou no incremento dos AGS e da fraccdo

hipercolesterémica, assim como no somatorio dos AG n-6 e no racio n-6/n-3.

uadro 17 - Efeito dos diferentes tratamentos® sobre alguns somatérios e riacios de AG da
g

gordura do leite (g/100 g de AG totais).

Acidos Gordos PCl RCM PC2 SEM Efeitos Contrastes
Dieta Dieta x RCM vs PC1, PCl1 vs
Tempo pPC2 PC2
Saturados 53.11 56.35 50.15 1.196 <0.001 <0.001 <0.001 0.002
MUFA 33.22 31.27 37.64 0.886 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
PUFA 470 4.16 5.02 0.303 <0.001 <0.001 <0.001 0.150
PUFA/Saturados  0.09 0.08 0.10 0.008 <0.001 <0.001 <0.001 0.038
n-3 091 0.64 0.89 0.032 <0.001 <0.001 <0.001 0.719
n-6 1.85 2.81 248 0.140 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
n-6/n-3 212 494 288 0.159 <0.001 <0.001 <0.001 0.001
h 2429 22.05 28.88 0.820 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
H 36.85 43.37 35.09 0.802 <0.001 <0.001 <0.001 0.046
h/H 0.66 0.51 0.84 0.035 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*PC1 = Pastagem ad libitum suplementada com 5 kg/d de concentrado durante os primeiros 10 dias do
ensaio; RCM = racdo completa de mistura constituida por 60% de silagem de milho e 40% de
concentrado durante 21 dias; PC2 = Pastagem ad libitum suplementada com 5 kg/d de concentrado

durante os ultimos 21 dias do ensaio.

A progressao das concentracdes dos AGS, MUFA e PUFA ao longo do ensaio
estd representada graficamente na Figura 15.2. A concentracdo dos AGS aumentou de
57.85 g/100 g de AG totais no Periodo I para um méaximo de 63.26 g/100 g de AG totais
no final do Periodo II, seguido de um decréscimo para o minimo de 50.06 g/100 g de
AG totais no dia 14 do Periodo III. Relativamente aos MUFA, a sua concentrac¢io foi
33.51 g/100 g de AG totais no Periodo I, diminuiu para 30.60 no dia 21 do Periodo 1,
atingindo o maximo de 42.51 g/100 g de AG totais no dia 14 do Periodo III. A
concentracao inicial (Periodo I) dos PUFA (5.33 g/100 g de AG totais) manteve-se mais
ou menos constante até ao dia 7 do Periodo II, seguido de um decréscimo até ao dia 21

deste periodo experimental (4.09 g/100 g de AG totais). Apds a transicdo para a
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pastagem, a concentracdo de PUFA aumentou até atingir o maximo de 5.98 g/100 g de
AG totais no dia 7, registando um ligeiro decréscimo posteriormente. Elgersma et al.
(2004) verificaram um comportamento idéntico nos MUFA e PUFA depois de uma

transi¢do do pastoreio para uma dieta de mistura de silagens.
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Figura 15.2 — Evolucdo da concentracio dos AGS, MUFA e PUFA ao longo dos periodos

experimentais.

O aumento do conteido em AGS no Periodo II, comparativamente aos outros
periodos experimentais, deveu-se ao aumento da concentracio dos AG
hipercolesterémicos (C12:0, C14:0 e C16:0). Os AG hipercolesterémicos representaram
36.86, 43.18 e 35.08 g/100 g de AG totais do total de AG da gordura do leite, nos
Periodos I, II e III, respectivamente. Estes dados sdo consistentes com Khanal et al.
(2008) que verificaram uma reducao significativa do teor de AG hipercolesterémicos
logo apds a transicdo dos animais de uma dieta de RCM para a pastagem. De uma
maneira geral, a gordura do leite apresentou-se menos saturada quando os animais
foram alimentados na pastagem, possuindo concentracdes mais baixas de &cidos
hipercolesterémicos, comparativamente a dieta com RCM, tal como foi verificado por
Ney (1991), Kolver e Muller (1998) e por Rego et al. (2004). Kelly et al. (1998a) e
Rego et al. (2004) também verificaram que a concentracdo de AGCC e AGCM foi
superior quando as vacas foram alimentadas com uma dieta de RCM, comparativamente

a uma dieta baseada em pastagem.
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3. CONCLUSOES

A alimentacdo € o factor que mais influencia o perfil dos AG da gordura do leite.
Alteracgoes significativas no perfil dos AG do leite de vacas leiteiras podem ocorrer com
mudancas na dieta. Apés a transicdo do pastoreio para uma dieta de RCM, verificou-se
um aumento rapido (ap6s dois dias) dos conteudos em AGS, nomeadamente dos dcidos
hipercolesterémicos (C12, C14 e C16), e uma redu¢ao dos MUFA e PUFA, assim como
das concentragdes de CLA, TVA e 6megas-3. Uma nova mudanca da alimentacdo para
a pastagem provocou alteracdes contrarias as produzidas pela RCM.

A pastagem por ser rica em acido linolénico, bom substrato para a producdo de
TVA no rimen, precursor do CLA na biohidrogenac¢do ruminal, possibilitou que a
gordura do leite fosse mais rica nestes componentes, assim como em MUFA, PUFA e
omegas-3, do que outros alimentos pobres em &acido linolénico, como o concentrado e a
silagem de milho que constituiram a RCM.

O leite produzido num sistema baseado na pastagem € mais rico em CLA e
omegas-3, o que, segundo a literatura, € benéfico em termos dietéticos e de saude, e é
preferido pelos consumidores. Para além disso, a produgdo de leite com base na
pastagem, tem menores custos de producdo, permitindo bons niveis de performance

animal, a nivel de producao de leite, TB e TP.
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