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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da substituicdo de sabdes calcicos
de acidos gordos de 6leo de palma do regime alimentar de vacas leiteiras por uma mistura de
Oleos de linhaca e de girassol na producéo e na composicdo do leite, bem como no perfil em
acidos gordos do leite ao nivel da exploracdo. O ensaio envolveu 53 animais Holstein-Friesian
de uma exploracédo do Concelho de Vila do Conde e teve a duracdo de 6 semanas, sendo este
periodo dividido em trés periodos de duas semanas cada. No primeiro periodo, os animais
foram alimentados com a dieta em uso na exploragéo, constituida por 30 kg de silagem de
milho, 1.5 kg de palha de trigo e 9.4 kg de uma mistura de matérias-primas (dieta controlo), no
segundo periodo, foram oferecidas as mesmas quantidades dos ingredientes da dieta, tendo
contudo a mistura de matérias-primas sido reformulada, substituindo a totalidade (30
kg/tonelada) de sabdes calcicos de acidos gordos de palma por 27 kg de uma mistura de 6leo
de linho (2/3) e de 6leo de girassol (1/3) e 3 kg de carbonato de calcio (dieta experimental). No
terceiro periodo a dieta controlo foi novamente oferecida. A mistura de 6leos mostrou ser eficaz
na alteracao do perfil em acidos gordos do leite, promovendo uma reducéo do teor em acidos
gordos saturados e um aumento dos acidos mono- e polinsaturados. O aumento da ingestao
de acidos gordos polinsaturados, resultou na elevacao dos niveis de 18:0, cis-9 18:1, assim
como dos acidos gordos intermediarios da bioidrogenacdo, nomeadamente o trans-11 18:1. Da
mesma forma, a concentracdo em acido linoleico conjugado, cis-9, trans-11 18:2, aumentou
durante a suplementacdo com 6leos. Observou-se um aumento do teor em 18.3 n-3 no leite,
enquanto o teor em 18:2 n-6 nao foi afetado, tendo sido promovida uma reducéo do racio n-6/n-
3. Alinclusdo de 6leos de linhaca e de girassol na dieta de vacas leiteiras a base de silagem de
milho, por substituicdo de sabfes calcicos de acidos gordos de 6leo de palma, mostrou ser
eficaz na alteracdo da composicéo da gordura do leite, tornando-a do ponto de vista nutricional

mais benéfica para a satde humana.
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Lista de abreviaturas

Abreviaturas

C18 - 4cido gordo com 18 carbonos
CLA - acido linoleico conjugado
EPM — erro padréo da média

GB - gordura brutal

MS - matéria seca

NDF - fibra de detergente neutro
PB - proteina bruta

TMR- total mixed ration

Acidos Gordos

10:0 - 4cido céaprico

12:0 - 4cido laurico

14:0 - &cido miristico

16:0 - 4cido palmitico

18:0 - Acido estearico

trans-11 18:1 - acido vacénico

cis-9 18:1 - acido oleico

cis-9,cis-12 18:2 n-6 - &cido linoleico
cis-9,trans-11 18:2 - acido ruménico

cis-9,cis-12,cis-15 18:3 n-3 - acido linolénico
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Apresentacao

Dado a nutrigdo animal representar nos dias de hoje um verdadeiro desafio ao nivel dos
sistemas de producdo animal, quer na otimizacdo da eficiéncia da producédo, quer pelo peso
econémico que cada vez mais representa, decidi realizar o meu estagio final do Mestrado
Integrado em Medicina Veterinaria, do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, na area
de nutricdo animal, mais especificamente na &area da nutricdo e alimentacdo de bovinos de
leite.

O concelho de Vila do Conde, conhecido por ser uma das principais areas de producédo
leiteira a nivel nacional, reine na sua Cooperativa Agricola, CAVC, a maior parte dos
produtores leiteiros do concelho e ainda alguns de concelhos limitrofes. Esta cooperativa
possui uma unidade de fabrico de misturas de matérias-primas, com uma produgdo mensal de
cerca de 2000 toneladas, apoiada num gabinete técnico especializado. Por estas razoes,
pareceu-me o local adequado para tomar contacto com a realidade da producao leiteira e para
desenvolver um projeto na area da nutricdo e alimentacdo animal.

Ao longo de 16 semanas, integrado no gabinete da Subseccédo de NutricAo Animal da
CAVC, sob a orientacdo da Eng.2 Ana Gomes, tive oportunidade de observar e executar varios
procedimentos relacionados com a nutricdo e a alimentagéo de bovinos de leite.

Entre as atividades desenvolvidas saliento:

e As deslocaces de rotina as diversas exploracfes associadas a Cooperativa, de forma
a acompanhar o0 maneio alimentar que estava a ser executado, ou seja, avaliar se 0s
procedimentos estavam a ser adequados e fazer eventuais correcdes quando
justificadas;

e O acompanhamento dos técnicos nas recolhas de amostras de silagem de milho e de
silagem de erva para posterior analise quimica, de forma a conseguir otimizar a mistura
de matérias-primas elaborada na cooperativa para uma maxima producao de leite, de
acordo com os resultados da composi¢do quimica;

o A possibilidade de aprender algumas noc¢bes de formulagdo de regimes alimentares
através da utilizacéo de programas informaticos especificos;

e Conseguir perceber a dindmica de uma unidade de producédo de misturas de matérias-
primas, além de ficar a conhecer as diversas matérias-primas que sao usadas na
elaboracéo dos alimentos complementares;

e O reconhecimento da importancia da vertente comercial e da sua dependéncia da
gualidade do apoio técnico prestado pela Subseccdo de Nutricdo Animal.

e A possibilidade de acompanhar novos clientes da cooperativa e avaliar a eficacia das
medidas propostas para melhorar a eficiéncia produtiva (esta atividade exige uma
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adequada percecdo e interpretacdo das dificuldades apresentadas pelos produtores);
e Perceber alguns dos impactos que a nutricdo animal tem na saude dos animais.

Através do acompanhamento dos varios técnicos da Cooperativa tive a possibilidade de
contactar mais de perto com a realidade do sector leiteiro portugués, tomando consciéncia dos
principais problemas na area da nutricdo e alimentacdo animal e das suas implicacbes. Tive
ainda a oportunidade de fazer alguns dias de clinica de reprodug¢édo com o Dr. Miguel Costa, o
gue deu para perceber que alguns problemas reprodutivos estdo ligados com o maneio
nutricional.

Em simultaneo colaborei no projeto " LeiteSaudavel - Desenvolvimento de leites inovadores
naturalmente enriquecidos em componentes benéficos a saude" , N° 5343, Projectos em Co-
promocao, QREN — Sistema de Incentivos a Investigacdo e Desenvolvimento Tecnoldgico (S|
I&DT), promovido pela Cooperativa Agricola de Vila do Conde, em parceria com o
REQUIMTE/ICETA, da Universidade do Porto.



1. Introducéo

Nos ultimos anos, a investigacdo cientifica na area da nutricdo e alimentacéo tem vindo a
identificar componentes fisiologicamente ativos, nos alimentos de origem vegetal e animal, que
podem reduzir potencialmente o risco de varias doencas cronicas. Os consumidores
consideram hoje a alimentacdo uma importante “ferramenta” na defesa e prevencdo de
doencas cronicas associadas ao avanco da idade, como cancro, doencgas cardiovasculares,
osteoporose, artrites, entre outras (Hasler 2002). Surge assim, o conceito de alimento
funcional, ou seja, alimentos que para além da sua funcdo nutricional possuem certos
componentes capazes de modular processos metabdlicos que podem resultar numa melhoria
das condicdes de saude, bem-estar e prevencéo do aparecimento de certas doencas (Sgarbieri
& Pacheco 1999). O interesse crescente dos consumidores por este tipo de produtos, podera
constituir uma étima oportunidade comercial para o sector da producao de leite. Sabe-se que o
leite possui certos compostos com acdo benéfica na prevencdo de doencas vasculares,
cardiacas e neoplasicas, nomeadamente o &cido linoleico conjugado (CLA) e os acidos gordos
da série 6mega-3 (McGuire & McGuire 1999). Sabe-se, ainda, que é possivel alterar o perfil em
acidos gordos do leite através da manipulacéo da dieta da vaca leiteira (Bauman & Lock 2010),
sendo, assim, possivel, através da alimentacdo, produzir leite ao nivel da exploracdo com
caracteristicas nutricionais distintas, permitindo ao produtor vender a industria um produto de

possivel valor acrescentado.

1.1. Situacao atual do sector leiteiro portugués

Segundo um memorando conjunto da Federacéo Nacional das Cooperativas de Produtores
de Leite e da Associacdo Nacional dos Industriais de Lacticinios, o sector do leite e produtos
lacteos possui atualmente um volume médio de negdcio em torno dos dois mil milhdes de
euros, 0 que equivale a 1.3% do PIB (ANIL 2011). Além disso, representa cerca de 11,5% da
producéo agricola nacional (MADRP 2007). Dados que refletem a importancia socioeconémica
gue a producao de leite representa para o pais.

Tracando um breve retrato da situacao atual, na Ultima década é visivel uma diminuicao do
namero de exploracdes de leite de ano para ano. De acordo com os dados do Diagnostico
Sectorial do Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas, em 2005
existiam 14.700 exploracdes face as 23.869 em 2000 (MADRP 2007). Por sua vez, 0 nimero
de animais também se encontra em tendéncia negativa, passando dos 335.000 em 2000, para
0s 330.000 em 2005. Contudo, ao contrario do que seria de esperar, a produ¢do nao caiu,

conseguindo manter niveis quase constantes. A manutencéo da producéo face ao decréscimo
3



do nimero de animais e de exploracdes fica a dever-se, principalmente, ao aumento da
profissionalizacdo do sector. As exploracBes tradicionais tém dado lugar a exploracdes com
orientacao técnico-econdmica especializadas em leite, representando cerca de 90% do efetivo
(MADRP 2007). O uso de animais de elevado mérito genético e as melhorias do maneio
alimentar, das infraestruturas e dos cuidados de saude traduziram-se no aumento de producao,
ou seja, menos vacas mas mais leite.

Relativamente a quantidade de leite produzido, na ultima década a producdo ndo tem
sofrido grandes variacdes. Tal deve-se

Produgdo de leite (t) por Tipo de leite; Anual
ao Regime de Quotas imposto pela [Tipo de leite: Leite de vaca]

2 200 000

Politica Agricola Comum (PAC), com o

1 780 000
objetivo de travar o crescimento da

1 320 000

oferta de leite e favorecer a estabilidade

&850 000

dos mercados. Como podemos observar

na Figura 1., a producdo de leite 440 000

apresentou uma tendéncia crescente G

2008
2008
2010

até a campanha de 1999/2000, altura Ra ey

em que a quota atribuida a Portugal foi Fortugal

ultrapassada. (Ferreira 2008). A partir dai Figura 1. Producéo de leite em Portugal entre 1990 e 2010
Fonte: Instituto Nacional de Estatistica. Disponivel em

a producdo manteve-se constante, na www.ine. pt/xportal/xmain?xpid=INE&xpgid=ine_indicadores

ordem das 1.800.000 toneladas de &indOcorrCod=0000919&selTab=tab2.

leite/ano.

Atualmente, o sector enfrenta tempos de incerteza. Em 2010 a producéo de leite decresceu
57.380 toneladas relativamente ao ano 2008. Ocorreu ainda uma variacdo negativa do preco
do leite (-3,7%; INE 2010). A justificacdo apresentada pelo INE para explicar a situacéo é a
seguinte: “Em 2010 o volume de producdo nacional de leite de vaca foi inferior em cerca de
2,1%, face a 2009. Esta situacdo resultou essencialmente da manutencdo da conjuntura
negativa para o sector leiteiro nacional, com a previsédo do fim do regime de quotas em 2015, a
aplicacdo do Regime do Exercicio da Atividade Pecuaria (REAP) que implica dificuldades
adicionais no licenciamento/manutencédo das exploracdes agricolas e o aumento dos custos
dos fatores de producdo, sem contrapartida favoravel no que diz respeito aos precos do leite na
producdo. Como consequéncia, assistiu-se a diminuicdo do numero de produtores, a um ponto
em que comeca a ser visivel a intencdo de abandono da atividade de exploracdes ja com
alguma dimensao, fato que pode vir a colocar um problema futuro de escassez da matéria-
prima.”

Os trés principais obstaculos que a producao de leite ir4 enfrentar futuramente séo:

-0 despertar das chamadas economias emergentes, Brasil, RUssia, india e China, e a
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consequente procura de matérias-primas para sustentar o seu crescimento, fizeram com
gue os precos dos fatores de producdo aumentassem abruptamente; esta situacao seria
sustentavel para sector leiteiro caso o preco pago pelo leite refletisse esses aumentos (o0
gue ndo tem acontecido);

-0 peso cada vez maior da grande distribuicdo no que toca a definicéo de precos;

-0 fim previsto do sistema de quotas, em 2015, o que podera inundar o mercado
portugués com leite de paises grandes produtores a precos competitivos.

A producao de leite em Portugal esta assim perante novos desafios. Apesar de ser um
sector bem estruturado, encontra-se inserido numa economia muito fragil e muito exposta a
variacdes de mercado. E necessario assim, arrojar este sector com estratégias que o permitam
resistir as incertezas do futuro. O aumento da producéo, novas formas de producéo (producéo
bioldgica) e a valorizacdo de determinados compostos do leite poderdo constituir oportunidades

futuras.

1.2. Estratégias de modificacdo da composicao do leite

Atualmente, os Unicos nutrientes que valorizam o leite para efeitos de pagamento a
producdo sdo a gordura e a proteina. O produtor tenta assim maximizar estes componentes
através da incorporacao de certos alimentos no regime alimentar dos animais.

Contudo, face a situacdo dificil que o sector leiteiro portugués pode vir a passar, €
necessario criar novas formas de valorizacao do produto final de uma explora¢do. Temos como
exemplo a producdo biologica, cada vez mais valorizada pelos consumidores. Outra forma,
podera passar pela valorizacdo de outros componentes do leite, tais como os acidos gordos
insaturados. Nos ultimos anos, varios estudos em torno desta tematica tém vindo a mostrar que
€ possivel alterar o perfil de acidos gordos no leite recorrendo a alteragdes no maneio
nutricional, nomeadamente através da adicdo de suplementos lipidicos (Jenkins & McGuire
2006). Para além disso, a descoberta dos benéficos do CLA, acido gordo polinsaturado
encontrado em elevadas concentracfes nos leites e carnes de origem de animais ruminantes,
na prevencdo de determinadas doencas humanas, reforcou ainda mais a vantagem de

conseguir alcancar estas modificacdes (Jenkins & McGuire 2006).

1.3. Composicao da gordura do leite

O leite é um fluido biolégico composto essencialmente por 87% de agua, 4,6% de lactose,
3.4% de proteina, 4,2% de gordura, 0.8% de minerais e 0.1% de vitaminas (Mansson 2008).

Tais valores ndo sdo fixos, podendo variar consoante diversos fatores, como, por exemplo, o
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genotipo, a fase de lactacdo, a qualidade nutricional do alimento, a frequéncia de ordenha e a
presenca de doencgas, como mamites (Mannaers & Craven 2003).

Em relacdo a gordura, esta apresenta-se sob a forma de glébulos emulsificados na fase
aquosa do leite. Estes glébulos sdo compostos maioritariamente por triglicerideos (98%),
seguido pelos diglicerideos, fosfolipidos, colesterol e acidos gordos livres (Mansson 2008).

Os triglicerideos, moléculas compostas pela

" o . Quadro 1. Composicao dos principais acidos gordos na
unido de trés 4cidos gordos com uma molécula gordura do leite.

de glicerol, séo sintetizados a partir de mais de  N°decarbonos:  Nome do &cido  Percentagem
n° de insaturacdes gordo média (%)
400 tipos diferentes de acidos gordos, diferindo —
4:0 Butirico 2-5
no comprimento (4-24 atomos de carbono) e 6:0 Caproéico 15
~ . 8:0 Caprilico 1-3
saturacdo. Tal fato, torna a gordura do leite a 10:0 Céprico -4
mais complexa de todas as gorduras naturais 12:0 Laurico 2-5
. 14:0 Miristico 8-14
(Otter 2003). Contudo, apenas 15 acidos 15:0 Pentadecandico 1-2
gordos tém concentracdes iguais ou superiores 16:0 Palmitico 22-35
16:1 Palmitoléico 1-3
a 1%, os restantes encontram-se em 17:0 Margarico 0.5-1.5
o S . 18:0 Esteérico 9-14
concentracdes vestigiais (Quadro 1.; Jensen 181 Oleico 20-30
2002). Os &cidos gordos mais abundantes séo 18:2 Linoleico 1-3
18:3 Linolénico 0.5-2

acido miristico, (14:0), o acido palmitico (16:0), Adaptado de Jonsen (2002)
0 acido estearico (18:0) e o &cido oléico (cis-9
18:1; Otter 2003).

Os acidos gordos do leite tém origem em duas fontes, a alimentacdo e a sintese pelas
células secretoras da glandula mamaria (Shingfield et al. 2010). Os &cidos de cadeia
curta/média, 4-14 carbonos, e cerca de metade do 16:0 sao sintetizados pela glandula mamaria
enquanto a outra metade do 16:0 e os acidos gordos de cadeia longa séo oriundos dos lipidos
da dieta ou da lipdlise dos triglicerideos do tecido adiposo (Mansson 2008)

Segundo o Quadro 2., a percentagem de acidos gordos saturados no leite é bastante
superior ao total de acidos gordos insaturados.

Quadro 2. Composicdo nutricional de leite inteiro e
Dos &cidos gordos monoinsaturados, o cis-9 desidratado em acidos gordos.

181 é o que se encontra em maior Inteiro Desidratado
percentagem, enquanto  0s  Acidos Acidosgordos, % total

. . Total de saturados 64,9 66,1
polinsaturados séo representados  1qi41 de monoinsaturados 28.3 313
principalmente pelo acido linoleico (18:2 n-6), _Total de polinsaturados 6,8 2,6

linolénico (18:3 n-3) e o CLA (Jensen 2002). Adaptado de Jensen (2002).
O &cido cis-9,trans-11 18:2, também designado de acido ruménico (RA), é o isdmero de CLA
predominante (75-90% do CLA total; Mansson 2008).

Apesar dos principais componentes do leite, proteina, vitaminas, minerais e alguns acidos
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gordos monoinsaturados e polinsaturados apresentarem beneficios para a saude, os acidos
gordos saturados do leite possuem efeitos negativos (Hu et al. 2001 citado por Butler et al.
2011). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o consumo de alimentos ricos em
gordura saturada esta associado a um aumento do risco de doencas cardiovasculares (OMS
2012). Nas ultimas décadas assistiu-se a um decréscimo do consumo do leite, uma tendéncia
em parte explicada pelos teores de gordura saturada deste alimento e a todos os efeitos
nefastos associados a estes elementos (Haug et al. 2007) O leite passou, para muitos, de um
alimento ideal para um alimento nutricionalmente prejudicial, isto quando consumido de forma

mais generosa (Murphy 2001).

1.3.1. Acidos gordos saturados

Como referido anteriormente, a gordura do leite € na sua maioria composta por acidos
gordos saturados. Em 33 g de gordura num litro de leite, 19 g sédo acidos gordos saturados
(Haug et al. 2007). Esta comprovado que dietas ricas em gorduras saturadas aumentam o0s
niveis de colesterol sanguineo e estdo relacionadas com um aumento do risco de doencas
cardiovasculares, aumento de peso e obesidade (Haug et al. 2007, Bauman & Lock 2010,
OMS). Contudo, dos diferentes acidos saturados do leite, apenas o acido laurico (12:0), 14:0 e
16:0 estédo associados a um aumento dos niveis sanguineos de colesterol total e colesterol LDL
(Bauman & Lock 2010). Os restantes acidos gordos saturados pensa-se que tenham efeitos

neutros, como o 18:0, ndo aumentando a concentragao sérica de colesterol (Haug et al. 2007).

1.3.2. Acidos gordos trans

A gordura do leite é constituida por cerca de 2-4% de acidos gordos trans (Bauman & Lock
2010). Os acidos gordos trans monoinsaturados sdo 0s que se encontram em maior proporcao,
0 acido vacénico (trans-11 18:1) representando cerca de 48% (Pfeuffer & Schrezenmeir 2006).
Estes acidos gordos resultam do processo de bioidrogenacéo ruminal.

Diversos estudos tém mostrado que uma dieta rica em &cidos gordos trans resulta num
aumento dos niveis séricos do colesterol total e do colesterol LDL, numa diminuicdo do
colesterol HDL. Tais alteracbes estdo associadas ao aumento do risco de doencas
cardiovasculares (Bauman & Lock 2010). Estes estudos, contudo, extrapolaram que todas as
fontes de &cidos gordos trans estdo associadas a um aumento do risco de doencas
cardiovasculares (Bauman & Lock 2010). Porém, estudos apontam que nem todas as fontes de
acidos gordos trans provoquem tal efeito, referindo as fontes industriais como as principais

causadoras deste aumento de risco (Huag et al. 2007). Num estudo levado a cabo por Lock et
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al. (2005), ndo se encontrou relacdo entre o consumo de &cidos trans de fontes naturais, leite e
carne, e o risco de doencas cardiovasculares. Tal podera estar relacionado com a localizacao
da posicao da ligacéo dupla trans no acido gordo das fontes industriais e das fontes naturais, o
que pode ter influéncia nos efeitos fisiologicos. No leite, o isobmero trans-11 18:1 € o
predominante, enquanto nas gorduras vegetais parcialmente hidrogenadas, o trans-9, trans-10,
trans-11 e trans-12 18:1 séo os isdmeros mais abundantes (Bauman & Lock 2010). Para além
disso, o trans-11 18:1 da gordura do leite pode ser convertido no isémero de CLA cis-9,trans-11
18:2 no organismo humano (Huag et al. 2007). Varios estudos estabeleceram que o ser
humano é capaz de converter 20% do trans-11 18:1 em CLA (Bauman & Lock 2010). Assim,
este sistema enzimatico pode ser a chave de diferenciar o isémero trans-11 de outros isémeros
trans octedecendicos (Huag et al. 2007). Contudo, esta é, ainda, uma area em investigacdo
com resultados contraditérios relativamente aos efeitos na saude deste tipo de acidos gordos
(Huag et al. 2007; Bauman & Lock 2010).

1.3.3. Acidos gordos insaturados

O leite é uma importante fonte de cis-9 18:1, representando cerca de 25% dos &cidos
gordos do leite (Bauman & Lock 2010). Este acido possui efeitos benéficos na salde humana
por estar associado a uma diminuicdo dos niveis colesterol LDL (Huag et al. 2007). O 18:2 n-6)
e 0 18:3 n-3 séo os principais acidos gordos polinsaturados do leite. Sdo considerados acidos
gordos essenciais, dado ndo serem sintetizados pelo organismo humano (Modesto et al. 2002).

O 18:3 n-3 da dieta pode ser convertido a acido eicosapentendico (EPA; 20:5 n-3) e doco-
sahexendico (DHA; 22:6 n-3) nos tecidos quando estes ndo sdo fornecidos pela dieta. O EPA e
DHA exercem diversas funcdes biolégicas ao nivel do organismo. O EPA esta associado a
saude cardiovascular. A sua presenca nos tecidos permite regular a actividade de mecanismos
envolvidos no metabolismo dos lipidos plasmaticos, na agregacdo das plaguetas e no processo
de coagulacédo sanguinea. J& o DHA tem importancia a nivel da formagéo do tecido nervoso e
visual, sendo importante nas primeiras fases da vida (Modesto et al. 2002). O 18:2 n-6 sofre um
processo semelhante, dando origem ao acido araquidonico (20:4 n-6). Estes processos de
conversdo sdao mediados pela enzima A-6-dessaturase presente em varios tecidos humanos
(Modesto et al. 2002). Estes acidos gordos de cadeia longa séo, posteriormente, convertidos a
eicosandides, compostos metabolicamente ativos como as prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos, que estdo envolvidos na contracdo muscular, coagulacdo sanguinea e resposta
imune. Os eicosandides com origem no 18:2 n-6, via 20:4 n-6, sdo pro-inflamatoérios e pro-
trombdéticos, aumentando assim o risco de doencas coronarias, enquanto 0s eicosanodides

produzidos a partir dos acidos gordos n-3 estdo associados a uma acao menos inflamatoria,
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podendo, nalguns casos, ser anti-inflamatoria (Maia 2010).

1.3.4. Acido linoleico conjugado (CLA)

O termo CLA é usado para descrever um grupo de isémeros do 18:2 n-6 (cis-9,cis-12 18:2)
com as duplas ligacdes conjugadas, ou seja, as ligacbes duplas estdo separadas por um unico
carbono em vez da comum separagao por um grupo metileno (-CH2-CH2-; MacDonald 2000).
Estas ligacdes podem ocorrer nos atomos de carbono 8 e 10 ou 9 e 11, 10 e 12 ou 11 e 13,
com todas as combinac®es trans e cis possiveis (Funck et al. 2006), resultando num total de 28
isomeros de CLA. Os isdmeros de CLA com maior atividade biolégica conhecida sdo apenas
dois, o cis-9,trans-11 18:2 e o trans-10,cis-12 18:2.

Os CLA existem em concentracdes elevadas em produtos de origem de animais ruminantes,
como o leite (MacDonald 2000). Neste, o isomero predominante é o cis-9,trans-11 18:2, ainda
gue em algumas condic¢des alimentares o trans-10,cis-12 18:2 possa existir em concentracdes
consideraveis (MacDonald 2000). A concentracao de CLA nos produtos lacteos pode variar
entre os 2,9 a 8,9 mg/g de gordura, em que o cis-9,trans-11 18:2 totaliza entre 73 a 93% do
total de CLA (Benjamin & Spener 2009).

1.3.4.1. Producéao de CLA

Os CLA encontrados no leite tém dupla origem. Podem ter sido originados como
intermediarios da bioidrogenacéo do 18:2 n-6 a 18:0, pelas bactérias ruminais, ou sintetizados
através da conversdo enddgena de um outro intermediario da bioidrogenacao, o trans-11 18:1,
pela enzima A9-dessaturase presente nos tecidos, principalmente adiposo e glandula mamaria.
(Griinari & Bauman 1999).

A nivel da producdo ruminal, o 18:2 n-6 presente na dieta sofre o processo de
bioidrogenacdo ruminal, no qual ocorre uma isomerizacdo inicial a cis-9,trans-11 18:2, que
posteriormente é hidrogenado a trans-11 18:1 (Bauman et al. 1999). Este Ultimo passo ocorre
muito rapidamente, o que leva a que as concentracdes de cis-9,trans-11 18:2 ndo se acumulem
no rimen e portanto a sua disponibilidade para a absorcdo € muito reduzida (Griinari &
Bauman 1999). Assim, os niveis elevados de CLA no leite vao depender principalmente da
sintese endbégena. Segundo Griinari & Bauman (1999), como a hidrogenacédo do trans-11 18:1
a 18:0 é um processo com uma taxa limitante, ocorre acumulacdo de &cido trans-11 18:1 no
rimen que é eficientemente absorvido a nivel intestinal. Nos tecidos, principalmente no adiposo
e no mamario, o trans-11 18:1 é convertido pela acdo da enzima A9-dessaturase, em cis-

9,trans-11 18:2 (Figura 2) e incorporado nos lipidos do leite (Griinari & Bauman 1999).
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Figura 2. Biossintese de CLA nos ruminantes. SCD- A9-dessaturase. Adaptado de Griinari & Bauman (1999).

A infusdo abomasal de 6leo de esterculina, um potente inibidor da A9-dessaturase, mostrou
que a medida que os niveis de trans-11 18:1 eram reduzidos, ocorria uma concomitante
reducdo na concentracdo de CLA dos tecidos (Corl et al. 1999 citado por Griinari & Bauman
1999). A bioidrogenacédo assume assim um papel chave na sintese destes compostos, quer
diretamente pela sintese do cis-9,trans-11 18:2 a nivel ruminal, quer indiretamente pela sintese
de trans-11 18:1, que é posteriormente convertido nos tecidos. A presenca e concentracdo de
CLA nos produtos de animais ruminantes esta assim, relacionada com uma incompleta

bioidrogenacgédo dos acidos gordos insaturados da dieta.

1.3.4.2. Propriedades dos CLA

Uma das propriedades dos CLA é a sua atividade anticarcinogénica. Estudos em ratos com
tumores mamarios quimicamente induzidos, mostraram que o fornecimento de dietas
suplementadas com 0,1 a 1% CLA levou a supressao dos tumores (Benjamin & Spener 2009).
Além disso, o CLA demonstrou inibir o crescimento de células humanas de tumores mamarios
e colo-rectais cultivadas in vitro (MacDonald 2000). Tem sido relatada uma relacdo inversa
entre o consumo de leite e o risco de cancro mamario nas mulheres, sugerindo assim um efeito
anticarcinogénico do CLA (Benjamin & Spener 2009).

O CLA possui também um efeito antiaterosclerético. Foi demonstrado em coelhos
alimentados com dietas aterogénicas suplementadas com 0,5 g CLA/dia durante um periodo de
22 semanas, que as concentracfes plasmaticas de triglicerideos e os niveis de colesterol-LDL
eram menores em relacdo aos animais controlo, ja os niveis de colesterol-HDL ndo sofreram
gualquer alteracdo (MacDonald 2000). Estudos em humanos revelaram que a suplementacao

com 3 g/d de CLA em individuos normolipidémicos, durante um periodo de 8 semanas com
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misturas isoméricas de CLA, em diferentes proporcdes, reduziu significativamente as
concentracdes de triglicerideos (-20%) (Funck et al. 2006).

Efeitos antiobesidade e hipolipidémicos sdo também apontados aos CLA. A suplementacao
alimentar de CLA tem sido efetiva na reducdo da percentagem de gordura corporal e no
aumento da massa muscular (Benjamin & Spener 2009). Um estudo de 1997, mostrou que a
suplementacdo de 0,5% de CLA na deita de ratos reduziu a gordura corporal em 60% e
aumentou a massa muscular em 14% (Nagao & Yanagita 2005). Estudos conduzidos em ratos,
suinos e bovinos revelaram que o efeito do CLA na composi¢ao corporal parece ser devido em
parte a reducdo da deposicdo de gordura e ao aumento da lipdlise nos adipdcitos,
possivelmente aliada a oxidacdo dos acidos gordos nas células musculares e nos adipdcitos
(Benjamin & Spener 2009). Finalmente, para além das propriedades referidas, foram, ainda,
descritas propriedades antidiabéticas bem como propriedades inumomoduladoras (Benjamin &
Spener 2009).

1.4. Metabolismo ruminal

O ramen é palco de um extenso metabolismo lipidico, o que tem grande impacto no perfil de
acidos gordos disponiveis para a absor¢ao e posterior utilizacdo a nivel dos tecidos (Bauman et
al. 2003). Os principais processos que os lipidos sofrem aquando a sua entrada no rimen sao
a hidrélise das ligacbes éster (lipdlise) e a posterior bioidrogenacdo dos acidos gordos

insaturados (Figura 3).

1.4.1. Lipdlise

Apbs a entrada dos lipidos no ramen, estes sofrem rapidamente a acdo das lipases
microbianas. Estas enzimas promovem a hidrolise das ligacbes éster dos triglicerideos,
fosfolipidos e glicolipidos, levando a separacdo dos seus constituintes base, glicerol e acidos
gordos nao esterificados (Flux 2004). A flora ruminal procede a fermentacdo do glicerol em
acidos gordos volateis, enquanto os acidos gordos livres aderem tanto as particulas de
alimentos como as superficies das bactérias (Bauman et al. 2003). A maioria das bactérias
ruminais nao utiliza os acidos gordos para a producdo de energia por se tratarem de
compostos altamente reduzidos, contudo estes podem ser utilizados nas suas membranas

celulares como fosfolipidos ou ser incorporados no citoplasma como acidos livres.
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Figura 3. Digestdo ruminal das gorduras. Adaptado de Bauman et al. (2003) Legenda: GL- glicolipidos; TG-
triglicerideos; FA’s- mistura de acidos gordos; FA- acidos gordos insaturados; VFA's- acidos gordos volateis; PL-
fosfolipidos; Trans acids- acidos gordos trans.

As principais bactérias ruminais envolvidas neste processo sdo Anaerovibrio lipolytica,
responsavel pela hidrélise dos triglicerideos, e Butyrivibrio fibrisolvens que hidrolisa os

fosfolipidos e os glicolipidos (Bauman et al. 2003).

1.4.2. Bioidrogenacao

Apobs a lipdlise, os acidos gordos polinsaturados nao esterificados séo transformados pelas
bactérias ruminais em acidos gordos saturados (Jenkins 1993). Este processo, designado por
bioidrogenacdo, consiste numa isomerizacdo do &cido gordo C18 polinsaturado e
consequentes hidrogenacfes até a formacao do 18:0. A hidrogenacdo consiste na adicao de
ides hidrogénio as duplas ligacdes, por via de enzimas microbianas (redutases), aumentando
assim o grau de saturacao dos acidos gordos (Jenkins & MgGuire 2006). Contudo, antes da
hidrogenacado ocorre um processo de isomerizacdo. As isomerases, produzidas pelas bactérias
ruminais, convertem uma dupla ligacéo cis da cadeia carbonada em ligacéo trans. Pode assim
dizer-se que o processo de bioidrogenacdo corresponde a reacfes de isomerizacdo e
posteriores hidrogenacdes dos acidos gordos polinsaturados da dieta. As isomerases e as
redutases sdo as duas classes de enzimas microbianas envolvidas neste processo (Maia
2010).

Os principais substratos neste processo sdo o 18:2 n-6, nos animais que recebem
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suplementos lipidicos ricos neste acido gordo, e o 18:3 n-3, nos animais em pastoreio, dado
este acido gordo ser o mais abundante na composicdo dos fosfolipidos e dos glicolipidos da
erva e de outras forragens (Lourenco et al. 2010). Através da Figura 4, podemos ter uma visao
geral das reacdes que se estabelecem ao longo de processo de bioidrogenacéo até a formacao
do 18:0.

cis-9, cis-12 C18:2 cis-9, cis-12, cis-15 C18:3
Linoleic Acid a-Linolenic Acid

l (Group A & B)

(Group A) cis-9, trans-11, cis-15 C18:3
l (Group A & B)

cis-9, trans-11 C18:2 trans-11, cis-15 C18:2
(Group A\ (G'DMP B)
trans-11 C18:1 trans-15 and cis-15 C18:1

Vaccenic Acid

(Group B) i

C18:0
Stearic Acid

Figura 4. Vias bioguimicas da bioidrogenac&o ruminal do acido linoleico e linolénico. (Adaptado de Bauman et al.
2003).

No caso do &cido linoleico, ocorre a formacdao transitdria de cis-9,trans-11 18:2, que é depois
hidrogenado a trans-11 18:1 e posteriormente a 18:0. O metabolismo do acido linolénico &
semelhante, ocorrendo assim a isomerizacdo em cis-9,trans-11,cis-15 18:3 que, por sua vez, é
hidrogenado a trans-11,cis-15 18:2 e depois em trans-11 18:1, cis-15 18:1 e trans-15 18:1. O
trans-11-18:1 é finalmente convertido em acido esteérico, 18:0. J4 os isomeros cis-15 18:1 e
trans 15-18:1 ndo sofrem nenhuma reacao bioquimica adicional (Maia 2010). A uUltima reacao
de hidrogenacéo, a conversao de trans-11 18:1 em 18:0, é considerada uma etapa limitante na
bioidrogenacédo dos acidos gordos. Desta forma, intermediarios trans octadecendicos podem
acumular-se na digesta e fluir para o omaso. Na maioria das dietas, a bioidrogenagéo do 18:2
n-6 varia entre 70 a 95%, enquanto a do 18:3 n-3 est4 na ordem dos 85% a 100% (Shingfield
2010).

O metabolismo do 18.2 n-6 e do 18:3 n-3 envolve pelo menos duas populacdes distintas de
bactérias ruminais, do grupo A e grupo B (Lourenco et al. 2010). A completa bioidrogenacéo
dos &cidos gordos C18 polinsaturados resulta da acdo conjunta destes dois grupos de
bactérias. O grupo A é responsavel pela hidrogenacéo do 18.2 n-6 e do 18:3 n-3 em trans-11
18:1, enquanto o grupo B consegue hidrogenar este ultimo a 18:0 (Bauman et al. 2003).

O trans-11 18:1, formado a partir do 18.2 n-6 e do 18:3 n-3, e o cis-9,trans-11 18:2 formado

a partir do 18:2 n-6, sdo dois intermediarios da bioidrogenacdo presentes em quantidades
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apreciaveis na gordura dos ruminantes, numa relacdo de 3:1 (CLA:trans-11 18:1). O que
poderia levaria a pensar que o CLA teria origem ruminal, contudo o cis-9,trans-11 18:2 é
apenas um intermediario transitério, enquanto o trans-11 18:1 é o produto final das bactérias do
grupo A, que engloba a grande maioria das bactérias com capacidade bioidrogenante no
rimen. A acumulagéo de cis-9,trans-11 18:2 deve-se, maioritariamente, & acao da enzima A9-
dessaturase durante a sintese de gordura pela glandula mamaria e tecido adiposo, utilizando o
trans-11 18:1 ruminal como substrato. Este fato levou ao recente interesse em aumentar 0s
intermediarios da bioidrogenac&o no rimen de forma a obter gorduras com maiores teores em
CLA (Bauman et al. 2003).

1.5. Alteracéo do perfil em &cidos gordos do leite

O principal objetivo na alteracao do perfil em acidos gordos do leite passa pelo aumento dos
acidos gordos insaturados, nomeadamente aqueles com efeitos benéficos para a saude, como
o CLA, e pela reducao dos acidos gordos saturados. Esta alteracdo pode ser feita a nivel
industrial, aquando do processamento do leite, ou pode ser levada a cabo por alteracdes no
regime alimentar dos animais (Lourenco et al. 2010). No que respeita a modificacdo através do
regime alimentar, o uso de diferentes métodos de conservacédo das forragens, a utilizacao de
espécies forrageiras especificas e a suplementacao lipidica das dietas constituem as principais
estratégias (Shingfield et al. 2010). Segundo Glasser et al. (2008), a maneira mais simples de
alterar a composicdo da gordura do leite é através da suplementacdo da dieta com acidos
gordos insaturados. Os 6leos vegetais ricos em &cidos gordos polinsaturados podem ser
administrados no regime alimentar de vacas leiteiras para alterar o perfil em acidos gordos e
produzir assim um leite nutricionalmente mais benéfico para o consumo humano (Caroprese et
al. 2010).

As alterac6es do perfil em acidos gordos em resposta a suplementacédo da dieta com 6leos
alimentares dependem da quantidade de dleo incluido, do perfil em &cidos gordos do
suplemento, da forma do suplemento lipidico e da composicao da dieta (Shingfield et al. 2008).
Os suplementos lipidicos de origem vegetal podem ser fornecidos sob diferentes formas, desde
sementes de oleaginosas inteiras, sabdes calcicos ou sob a forma de 6leos, sendo este ultimo
0 que tende a ter maior efeito na alteracdo do perfil de acidos gordos do leite, uma vez que
esta mais acessivel aos microrganismos ruminais (Toral 2010). Como tal, diversos estudos tém
mostrado os efeitos que a adicdo de 6leos ao regime alimentar provoca na composicdo da
gordura do leite, por exemplo, a suplementacao da dieta com 6leo de linhaca (rico em 18:3 n-3)
traduziu-se num aumento dos acidos gordos polinsaturados e monoinsaturados e um

decréscimo nos acidos gordos saturados (Caroprese et al. 2010). A inclusédo de 6leos vegetais
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na dieta da vaca leiteira é reconhecida por reduzir o contetdo de 12:0, 14:0 e 16:0 na gordura
do leite e por aumentar a concentracées de acidos gordos 18:0, cis-9 18:1 e polinsaturados,
dependendo da composicao do 6leo vegetal (Givens et al. 2009).

Segundo Shingfield et al. (2008), a suplementacao da dieta com 6leos vegetais € um meio
efetivo para diminuir a concentracdo de acidos gordos saturados de cadeia média no leite de
bovinos, a suplementacdo com 50 g de 6leo de linhaca/kg de matéria seca (MS) mostrou
reduzir o somatério de acidos gordos 10:0 a 16:0 de 56 para 29%. Estas reducfes foram
acompanhadas por um aumento de 18:0 e cis-9 18:1, devido a um aumento da quantidade de
18:0 disponivel para a absorcado oriundo da bioidrogenacdo extensiva dos acidos gordos
polinsaturados do rimen e a um aumento do fluxo de cis-9 18:1 derivado dos 6leos vegetais ou
da conversao de 18:0 em cis-9 18:1, via A9-dessaturase, na glandula mamaria (Shingfield et al.
2008).

No que diz respeito a alteracao da concentracdo dos acidos gordos saturados do leite esta
demonstrado que acidos gordos com cadeias carbonadas longas, com mais de 16 carbonos,
sdo potentes inibidores da sintese de novo de acidos gordos ao nivel da glandula mamaria. A
explicacdo reside no efeito inibidor da atividade da acetil-CoA-carboxilase, enzima fundamental
na sintese de acidos gordos saturados de cadeia curta e média (Chilliard et al. 2000). Assim,
guando existe grande disponibilidade de &acidos gordos de cadeia longa, por um maior
fornecimento destes na dieta, ocorre uma diminuicdo dos acidos gordos de cadeia média na
gordura do leite (8:0 a 14:0 e/ou 16:0; Chilliard et al. 2000). Estudos realizados em animais
alimentados com 6leo de soja registaram um aumento de acidos gordos monoinsaturados 18:1
e uma reducdo dos acidos gordos saturados entre 6:0 a 16:0. Ja o uso de sabdes calcicos de
acidos gordos de 6leo de palma (rico em 16:0) aumentou os 16:0, 18:0 e 18:1 e reduziu os 10:0
a 14:0 (Chilliard et al. 2000). A inibicdo da lipogénese tende a ser maior quando o nimero de
carbonos e/ou o grau de insaturacdo aumenta. Além disso, os isomeros trans-18:1 e CLA
podem ser potentes inibidores da sintese de gordura. A diminuicdo da disponibilidade do
acetato e 3-hidroxi-butirato, devido a alteracbes das populagbes ruminais, assim como
alteracdes na producdo de acidos gordos volateis pode contribuir para uma diminuicdo dos
acidos gordos de cadeia curta e média. (Chilliard et al. 2000)

Através da suplementacao lipidica é possivel alterar os niveis de cis-9,trans-11 18.2 no leite.
A adicdo de 6leos vegetais ricos em 18:2 n-6, como é o caso do 6leo de girassol, ou 18:3 n-3,
como o Oleo de linhaga, leva a um aumento do substrato lipidico a ser metabolizado no ramen,
levando, consequentemente, a uma maior producdo e acumulacdo de intermediarios da
bioidrogenacéo a nivel ruminal, como cis-9,trans-11 18:2 e trans-11 18:1, sendo este ultimo
convertido em cis-9,trans-11 18:2 nos tecidos, maioritariamente na glandula mamaria. Além do

aumento de substrato, a suplementacdo com dGleos pode também provocar uma alteracao da
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atividade microbiana associada a bioidrogenacdo ruminal. Os &acidos gordos insaturados
possuem efeitos toxicos sobre as bactérias com capacidade bioidrogenante, que podem variar
de bacteriostaticos a bactericidas (Maia 2010). O efeito antimicrobiano dos lipidos da dieta esta
associado com o grau de insaturacdo. Assim, os acidos gordos polinsaturados apresentam
uma maior toxicidade do que acidos gordos monoinsaturados. Os 6leos ricos em 18:3 n-3,
como de linhaca, sdo expectaveis ter um maior efeito sobre a bioidrogenacdo e a
micropopulacé@o ruminal do que os 6leos ricos em 18:2 n-6 ou cis-9 18:1 (Lourencgo et al. 2010).
Verificou-se, em culturas in vitro, que suplementacdes elevadas de 18.2 n-6 resultavam numa
bioidrogenacéo incompleta, com forte acumulacéo de trans 18:1 (Harfoot et al 1973 citado por
Bauman & Griinari 1999). Tal sugeriu que as bactérias do grupo B, responsaveis pela
hidrogenagcdo do trans-11 18:1 em 18:0, fossem particularmente suscetiveis aos efeitos
nefastos dos acidos gordos poilinsaturados (Griinari & Bauman 1999). A suplementacao da
dieta com sementes de oleaginosas e 6leos conduz, frequentemente, a uma bioidrogenacao
menos completa, promovendo a acumulagéo de trans-11 18:1 (Kennelly 1996). Esta inibicdo da
etapa final da bioidrogenacao, aquando da suplementacao da dieta com acidos polinsaturados,
leva ao aumento de trans-11 18:1 absorvido a nivel intestinal, que, posteriormente, pode ser
convertido a cis-9,trans-11 18:2 na glandula mamaria, aumentando desta forma a concentracao
de CLA no leite. A combinacdo destes dois fatores induz amplas variagdes nas concentracdes
de CLA e trans-11 18:1 no leite.

A suplementacdo com 6leos vegetais ricos em 18:2 n-6 ou 18:3 n-3, para além de poder ser
eficaz a aumentar a concentracdo de CLA no leite, é efetiva na diminuicdo dos acidos gordos
saturados, em particular os 12:0, 14:0 e 16:0, contudo, relativamente a concentracéo de 18:2 n-
6 e 18:3 n-3 leva a aumentos muito pequenos. Tal deve-se a extensiva bioidrogenacéo que os
acidos polinsaturados sofrem no ramen, mas também ao fato da sua incorporacédo preferencial
nos fosfolipidos plasmaticos e ésteres de colesterol, pouco usados pela glandula maméaria
(Toral 2010).

2. TRABALHO EXPERIMENTAL

2.1.0bjetivos

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar os efeitos da substituicdo de sabdes
calcicos de &cidos gordos de 6leo de palma do regime alimentar por uma mistura de 6leos de
linhaca e de girassol na producdo e na composicdo do leite, bem como no perfil em &cidos
gordos do leite ao nivel da exploracao. Ou seja, pretendeu-se verificar se é possivel, ao nivel

da exploragéo e através da alimentacao, alterar a composicao da gordura do leite, tornando-a
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mais enriquecida em &cidos gordos benéficos a saude humana, nomeadamente em &cidos

gordos polinsaturados e em CLA.

2.2. Material e métodos

2.2.1. Exploragéo

O trabalho experimental teve lugar numa exploracdo leiteira de Tougues, Freguesia do
Concelho de Vila do Conde, durante o periodo de 2 de Janeiro a 11 de Fevereiro de 2012. A
exploracdo em causa apresentava um efetivo total de 120 animais de raca Holstein-Friesian,
tendo em média 66 animais em lactacdo. Em 2011, apresentou uma producdo média de leite,
aos 305 dias, de 9.715 litros. No momento da realizacdo da experiéncia, encontravam-se em
lactacdo 66 animais, com um peso vivo médio de 600 kg, uma producdo média de leite de 25,8
litros/dia, sendo a média dos dias em lactacao de 193.

De acordo com os resultados do contraste leiteiro do més de Dezembro, dos 61 animais em
ordenha, 13 encontravam-se na primeira lactacdo, 14 na segunda, 17 na terceira, 10 na quarta
e 7 na quinta e seguintes lactacdes. Relativamente ao periodo da lactacdo, até aos 60 dias
encontravam-se 13 animais, entre os 61 e 120 outros 13, por sua vez, 4 estavam entre os 121
e o0s 180 dias e 31 estavam acima dos 180 dias de lactacdo. Os animais foram ordenhados
através de um sistema de ordenha mecanica, com duas linhas de 6 lugares cada, duas vezes
por dia, as 06:30 e 17:30 horas.

No que respeita ao sistema de alimentagdo, os animais foram alimentados uma vez por dia,
com alimento completo, fornecido no final da ordenha da tarde. A dieta base era composta por
30 kg de silagem de milho, 1,5 kg de palha e 9,4 kg de alimento concentrado complementar
(mistura de matérias-primas). A presenca de bebedouros distribuidos pela vacaria garantiu o
acesso continuo dos animais a agua. As infraestruturas da exploracéo foram completamente
renovadas em 2005; possuindo o parque das vacas em lactacdo, 70 cubiculos com colchéao

sem cama, piso de cimento ripado e uma manjedoura com sistema de guilhotina.

2.2.2. Delineamento experimental, dietas e maneio

O ensaio teve uma duracdo de 6 semanas, com inicio no dia 2 de Janeiro e término a 11 de
Fevereiro de 2012, tendo este periodo sido dividido em trés periodos de duas semanas cada.
No primeiro periodo, os animais foram alimentados com a dieta em uso na exploragdo, sendo
constituida por 30 kg de silagem de milho, 1,5 kg de palha de trigo e 9,4 kg de uma mistura de

matérias-primas (dieta controlo; Quadro 3). No segundo periodo, as vacas receberam a mesma
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dieta, tendo, todavia, a mistura de matérias-primas sido reformulada, substituindo os 30
kg/tonelada de sabdes calcicos de acidos gordos de Gleo de palma por 27 kg de uma mistura
de 6leo de linho (2/3) e de 6Gleo de girassol (1/3) e 3 kg de carbonato de célcio (dieta
experimental; Quadro 3). No terceiro periodo, foi novamente oferecida as vacas a dieta
controlo. As dietas foram oferecidas ad libitum, uma vez por dia, apés a ordenha da tarde
(18:30 horas), como alimento completo (TMR), tendo sido formuladas para permitir um nivel de
refugo de ca. 2% na MS.

Durante o periodo experimental, foi feito o registo individual da producdo de leite dos
animais em ordenha duas vezes por semana, as tercas e sextas. Dos 66 animais que se
encontravam em lactagdo no inicio do ensaio, somente 53 se mantiveram até ao final do
mesmo, devido a secagens, mortes e refugo. Dessa forma, apenas os registos da producéo
destes 53 animais foram submetidos a andlise estatistica. Procedeu-se, ainda, a recolha de
duas amostras de leite do tanque por semana para posterior analise do perfil de acidos gordos.
Cada amostra correspondia ao leite de 4 ordenhas. Nos mesmos dias de registo das
producdes, procedeu-se a recolha de amostras de silagem de milho, palha, mistura e alimento
completo, para posterior analise da composicdo quimica. As analises quimicas da composicao
do leite produzido foram efetuadas pelo laboratério da empresa que recolhia o leite, neste caso
a AGROS.

2.2.3. Andlise da composicdo quimica dos alimentos

As amostras de alimentos recolhidas nos diferentes periodos do ensaio foram submetidas a
analise da composicao quimica. Para a determinacdo da MS, as amostras de alimentos foram
secas em estufa com circulacdo forcada de ar, a temperatura de 65 °C, durante 48 h e 24 h,
para as amostras com teores em humidade elevados (silagem de milho e alimento completo) e
baixos (palha e mistura de matérias-primas), respetivamente.

Para as determina¢des analiticas a seguir referidas, as amostras de alimentos foram moidas
em moinho equipado com crivo de 1 mm. O teor em cinza foi determinado apés 3 h em mufla a
500 °C (AOAC 1990; ID 942.05). O teor em azoto (N) foi determinado pelo método de Kjeldahl
(AOAC 1990; ID 954.01). O teor em PB foi calculado como N Kjeldahl N x 6,25 (AOAC 1990). A
fibra de detergente neutro (NDF) foi determinada de acordo com Van Soest et al. (1991) tendo
sido adicionada a-amilase durante a extracdo, nao tendo sido utilizado sulfito de sédio. A fracao
NDF foi expressa isenta de cinza residual. A gordura bruta foi determinada (apés hidrélise
acida no caso das amostras de alimento completo), por extracdo com éter de petroleo
utilizando um sistema Gerhardt Soxtec 2000 automatic (AOAC 1990; ID 920.39). Nas amostras

de alimentos moidas em moinho equipado com crivo de 0,5 mm, foram determinados os teores
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em ureia e em amido, respetivamente, por um método espectrofotométrico (NP 3255 2009) e
por um método enzimatico (Solomonsson et al. 1984).

Quadro 3. Composicédo das dietas do estudo experimental

Dieta
Ingredientes (g/kg MS) Controlo Oleos
Silagem de milho 539 539
Palha 64 64
Mistura de matérias-primas 397 397
g/kg alimento
Farinha de milho 278,4 278,4
Palmiste gordo 62,7 62,7
Bagaco de soja 350,0 350,0
Bagaco de colza 138,0 138,0
Bagaco de girassol 49,0 49,0
Melaco 21,8 21,8
Oleo de linhaga 18,0
Oleo de girassol 9,0
Sabdes célcicos * 30,0
Carbonato de célcio 17,0 20,0
Bicarbonato de sédio 17,0 17,0
Fosfato dicélcico 8,0 8,0
Oxido de magnésio 6,0 6,0
Ureia 5,0 5,0
Sal 6,0 6,0
Optigen® 113 4,0 4,0
Bioplex® Zinco 10%* 1,0 1,0
Premix mineral e vitaminico® 6,0 6,0

*Mistura das matérias-primas produzida pela Cooperativa Agricola de Vila do Conde, CRL, Vila do Conde, Portugal

?Sabﬁes célcicos de acidos gordos de 6leo de palma (Invivonsa, SA, Cantanhede, Portugal)
°Preparacdo de ureia pura, com um nivel minimo de 41% de azoto (Alltechaditivos - Alimentacdo animal, Lda.,
Sintra, Portugal)

“*Quelato de zinco de aminoacidos hidratados, resultantes da hidrélise da proteina da soja, produto comercial com
10% de zinco (Alltechaditivos - Alimentagéo animal, Lda., Sintra, Portugal)

5Composto por 2.500.000 1U/kg de vitamina A; 416.666 |U/kg de vitamina D3; 12.500 |U/kg de vitamina E; 66 mg/g
de vitamina B3; 100g/kg de vitamina B5; 333 mg/kg de vitamina H; 95 mg/kg de Co; 3.333 mg/kg de Cu; 1666
mg/kg de Fe; 333 mg/kg de |; 83.333 mg/kg de Mg; 10.000 mg/kg de Mn; 50 mg/kg de Se; 13.333 mg/kg de Zn
(Premix, Lda., Viana do Castelo, Portugal)

2.2.4. Andlise dos acidos gordos do leite e alimentos

As amostras de leite foram homogeneizadas e 45 mL centrifugados a 14.800 g, durante 15
min, a 4 °C. A fracdo de gordura assim obtida foi recolhida e conservada a -20 °C. Os acidos
gordos do leite foram metilados por transesterificacdo direta em meio basico (Molkentin &

Precht 2000). Resumidamente, foram adicionados 1 mL de n-hexano e 0,2 mL de solucdo de
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hidréxido de potassio a 2 M em metanol a 50 mg de gordura de leite. Os tubos foram agitados
e deixados repousar durante 1 h. Adicionaram-se 2 gotas de acido acético glacial, agitaram-se
os tubos e a fase liquida foi transferida para um novo tubo contendo, aproximadamente, 500
mg de sulfato de sodio anidro. Os tubos foram agitados, centrifugados durante 5 min a 2500
rpm e a fracdo de n-hexano, contendo os ésteres metilicos dos &cidos gordos, foi transferida
para um vial de cromatografia gasosa.

Os acidos gordos de cadeia longa das amostras de alimento completo foram extraidos e
transesterificados diretamente pelo método de Sukhija & Palmquist (1988). Resumidamente, 1
mL de padrdo interno (17:0; 1 mg/mL tolueno seco), 1 mL de tolueno e 3 mL de solugéo
metandlica de acido cloridrico a 5% foram adicionados a cerca de 250 mg de amostra. Os
tubos foram agitados e incubados em banho-maria a 90 °C, durante 2 h. Apds o arrefecimento,
adicionou-se 5 mL de solucéo de carbonato de potassio a 6% e 2 mL de tolueno. Os tubos
foram agitados, centrifugados durante 5 min a 2.500 rpm e a fracdo orgéanica transferida para
um novo tubo com 1 g de sulfato de sédio e 0,5 g de carvdo ativado. Apés 1 h de reacao, os
tubos foram centrifugados durante 5 min a 2.500 rpm e o sobrenadante evaporado sobre fluxo
de azoto a 37 °C. Adicionou-se 1,5 mL de n-hexano e os ésteres metilicos dos acidos gordos
foram transferidos para um vial de cromatografia gasosa.

A quantificacdo dos acidos gordos sob a forma de ésteres metilicos foi realizada por
cromatografia gasosa com detecdo por espectrometria de massa (Shimadzu GC-MS QP2010-
plus, Kyoto, Japan). O espectrometro de massa foi operado em modo SIM (single ion
monitoring), com fonte de ides em impacto eletrénico a 70eV, de acordo com o método descrito
por Thurnhoffer & Vetter (2005). Os ides selecionados foram de m/z 87 para os acidos gordos
saturados, m/z 74 para os monoinsaturados, e a soma dos ides de m/z 79 e 81 para os acidos
gordos polinsaturados. Utilizou-se uma coluna capilar (CP-Sil 88, 100 m x 0.25 mm x 0.20 ym,
Agilent Technologies Inc.), com programacao de temperaturas, utilizou-se hélio como gas de
arraste com fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura do forno iniciou a 50 °C, mantida durante 1
min, aumentou a 50 °C/min até aos 150 °C, mantida durante 20 min, aumentou de seguida até
aos 190 °C, mantida durante 1 min, e finalmente aumentou até aos 210 °C, mantida durante
12min. A temperatura do injetor foi mantida a 250 °C. Os acidos gordos foram expressos em

percentagem do total de acidos gordos.

2.2.5. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o PROC GLM do programa SAS (verséo 9.1, SAS
Institute, Inc., Cary, NC), tendo os da producédo de leite sido sujeitos a andlise de variancia,

considerando como efeitos fixos o periodo, a classe de dias em lactacdo (<90, 90-180 e >180)
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e a interacdo periodo x classe de dias em lactacéo, e os referentes a composicao do leite e ao
perfil em acidos gordos sido sujeitos a andlise de variancia, considerando como efeito fixo o

periodo.

2.3. Resultados e Discusséao

2.3.1. Composicao quimica dos alimentos experimentais

No Quadro 4. apresenta-se a composicao quimica dos alimentos e o perfil em &acidos gordos

dos alimentos completos.

Quadro 4. Composigdo quimica e proporgédo em acidos gordos dos ingredientes e das dietas experimentais

Silagem de Milho Palha Concentrado Alimento Completo
Item P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3
MS (%) 385 379 381 91,4 90,8 915 89,7 89,7 89,3 48,2 49 47,7
Cinza (%MS) 3,2 3,3 3,2 -- -- -- 11,0 10,3 10,9 6,5 6,0 5,9
PB (%MS) 7,1 7,4 7,4 -- -- -- 27,7 31,1 31 13,6 14,3 13,6
GB (%MS) 2,7 2,8 2,8 -- -- -- 6,0 6,0 6,1 3,9 4,7 3,9
NDF (%MS) 39,8 40,6 411 -- -- -- 23,7 239 225 355 373 375
Amido (%MS) 381 389 379 -- -- -- 154 16,9 183 31,6 294 274
Ureia (%MS) -- -- - - -- -- -- -- -- 0,3 0,4 0,3

Acidos Gordos (g/100g de &cidos gordos totais)

C12:0 - - - - - - - - - 20 13 15
C14:0 - - - - - - - - - 1,3 07 09
C16:0 - - - - - - - - - 21,8 134 21,0
C18:0 - - - - - - - - - 34 25 24
C18:1c9 - - - - - - - - - 250 222 24,9
C18:1c11 - - - - - - - - - 1,3 13 12
C18:2n-6 - - - - - - - - - 40,0 422 428
C20:0 - - - - - - - - - 03 02 03
C18:3n3 - - - - - - - - - 47 159 48
C22:0 - - - - - - - - - 02 02 02

A silagem de milho em uso na exploracdo era de elevado teor em amido, fazendo com que o
teor em amido da dieta (alimento completo) se possa considerar relativamente elevado. A
variacdo entre periodos da composicdo quimica, quer dos ingredientes da dieta, quer do
alimento completo, ndo sendo elevada, pode considerar-se normal. Observando a proporcéo
de acidos gordos do alimento completo durante os diferentes periodos, podemos constatar que

do periodo 1 para o periodo 2 ocorreu uma reducao do 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, cis-9 18:1, em
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contrapartida o 18:2 n-6 e 18:3 n-3 aumentaram. No periodo 3, a concentracdo dos acidos
gordos foi semelhante a do periodo 1. A justificacdo para tais alteracfes reside na substituicao
dos sabdes calcicos de acidos gordos de 6leo de palma pela mistura de 6leos vegetais no
periodo 2. O éleo de girassol e linhaca sdo extremamente ricos em acido linoleico, 18:2 n-6, e
acidos linolénico, 18:3 n-3, respetivamente. O 6leo de linhaca é, em média, constituido por
cerca de 57% de 18:3 n-3 e 16% de 18:2 n-6 (Morris & Vaisey-Genser 2003), enquanto o 6leo
de girassol apresenta niveis de 18:2 n-6 na ordem dos 62.1%, seguido de cis-9 18:1 com
24,3% (Sanchez-Muniz & Cuesta 2003). Ja 6leo de palma é maioritariamente composto por
16:0 (44%) e cis-9 18:1 (39%; Berger KG 2003). O facto de o teor em 16:0 ter sofrido a maior
reducédo de 21,8 g para 13,4 g/100 g de acidos gordos, revela bem a abundéncia dos sabdes

calcicos em 16:0 no 6leo de palma.
2.3.2. Producéo e composicao do leite
Os efeitos da substituicdo dos sabdes calcicos de acidos gordos de 6leo de palma pela

mistura de 6leos vegetais na producao e composicao de leite estdo apresentados no Quadro 5.

Quadro 5. Efeito das dietas experimentais na producao e composi¢ao do leite.

P1-Controlo P2-Oleos P3-Controlo EPM P

Prod. de leite (L/dia) 29,7 30,3 28,9 1,36 <0,001
Composicao (%)

Gordura (%) 3,83 3,59 3,70 0,067 0,174

Proteina (%) 3,28 3,25 3,21 0,022 0,252

Extrato seco desengordurado (%) 8,80 8,80 8,76 0,036 0,669

Lactose (%) 4,80 4,84 4,84 0,026 0,537

Ureia (mg/L) 307 343 325 20,5 0,530
Ponto de congelacéo -529,5 -528,0 -532,5 1,78 0,327

Como se pode verificar, a suplementacdo com 6leos promoveu um aumento da quantidade de
leite produzido do periodo 1 para o periodo 2, de 29,7 para 30,3 litros, tendo a producdo de
leite diminuido, no periodo 3, para 28,9 litros. Ja o tratamento ndo afetou a composicao do leite
(Quadro 5). Note-se, porém, que os resultados da producéo de leite dizem respeito a producéo
individual por vaca, contrariamente aos da composicdo do leite do tanque (total de leite
produzido na exploracdo em quatro ordenhas), aspeto que inviabiliza o calculo da producéo de
leite corrigida para o teor em energia (tendo em consideracdo os teores em gordura e em
proteina do leite de cada vaca). Assim sendo, no presente estudo, ndo é possivel saber se a
suplementacao com 6leos promoveu ou hdo uma maior exportacdo de energia no leite por dia.

Ou seja, ndo se sabe se 0 aumento da producéo de leite se ficou a dever a efeitos de diluicdo
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simples (diminuicdo dos teores em gordura e/ou proteina) ou se a suplementacdo com 6leos
promoveu, de facto, um aumento da exportacao de energia pela glandula mamaria.

E sabido que regimes alimentares contendo 6leos vegetais e 6leos de peixe, a semelhanca
dos contendo concentracdes elevadas em hidratos de carbono facilmente fermentaveis e/ou
baixos teores em fibra com estrutura fisica, podem ser causa de producédo de leite com baixo
teor em gordura (depressdo da gordura do leite; Shingfield et al. 2010). Em casos severos
podem baixar a gordura em mais de 50% com poucas ou henhumas mudancas na producéo de
leite, de proteina ou de lactose. A secrecao de todos os acidos gordos esta diminuida durante a
depressdo da gordura do leite, mas a reducdo de acidos gordos sintetizados de novo é
desproporcionalmente maior (Shingfield et al. 2010). Uma das teorias que explica esta
alteracdo é a inibicao direta da lipogénese mamaria por isémeros trans formandos durante a
bioidrogenacéo dos acidos gordos polinsaturados no rimen (Grinarii et al. 1998). Os regimes
alimentares acima mencionados podem levar a uma mudanga nhas principais vias de
bioidrogenacéo, em vez de produzirem como compostos intermediarios predominantes o trans-
11 18:1, passam a produzir trans-10 18:1 e trans-10,cis-12 18:2, potentes inibidores da sintese
da gordura do leite (Lourenco et al. 2010). Neste ensaio, como podemos ver no Quadro 6, ndo
foi detetado o isémero trans-10,cis-12-18:2 no leite do periodo 2. J4 em relacdo ao trans-10
18:1, verificou-se um aumento de 0,61 g para 0,95/100 g de &acidos gordos do periodo 1 para o
periodo 2, contudo € um valor baixo para surtir efeitos significativos na lipogénese, dado que
concentracdes de trans-10 18:1 num bovino com depresséo da gordura do leite aproximam-se
ou excedem os 10 g/100 g de acidos gordos (Shingfield et al. 2010). Um estudo conduzido por
Lock et al. (2007) mostrou que a infuséo de 42,6 g/dia de trans-10 18:1 durante 4 dias levou a
um aumento de 0,47 g para 1,12 g/100 g de éacidos gordos deste isomero, contudo nao
ocorreram efeitos antilipogénicos (Lock et al. 2007). Além disso, este aumento de concentracao
nao mostra que tenha ocorrido uma mudanca no padrédo normal da bioidrogenacédo, dado que o
isébmero trans-11 18:1 é o que se encontra em maior concentracdo. Podemos assim verificar
gue o nivel de suplementacdo com 6leos de linhaga e girassol usado neste ensaio, cerca de
254 g/dia (2,7% MS), ndo deve ter tido um efeito muito marcado na produgéo de gordura do
leite. Num estudo realizado por Flowers et al. (2008), a adi¢céo de niveis crescentes de 6leo de
linhacga, 170, 343, e 510 g/dia, ndo levaram a efeitos na gordura do leite e na producdo. Além
disso, Rego et al. (2009) sugere que a suplementacdo com 6leo de linhaca ndo exerce efeitos
negativos na percentagem de gordura do leite, quando a dieta € maioritariamente composta a
base de forragem.

Em relacdo a percentagem de proteina, a sua diminuicdo no leite € comum ocorrer em
dietas suplementadas com gorduras ricas em acidos gordos polinsaturados (Huang et al.

2008). Tal ocorréncia reside no facto de a suplementacao lipidica poder apresentar efeitos
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adversos sobre a fermentagcdo microbiana, que subsequentemente leva a uma diminuicdo da
proteina microbiana disponivel para absorcdo. Uma outra explicacdo pode dever-se ao
aumento da producéo no periodo em causa, levando a diluicdo da proteina do leite (Huang et
al. 2008). No presente estudo, o facto de teor em proteina néo ter sido afetado sugere que a
suplementacdo ndo esteve na origem de alteragbes muito significativas nos processos de

fermentac&o ruminal.

2.3.3. Acidos gordos de cadeia curta e média

Através da andlise do Quadro 6, podemos verificar que a composicdo da gordura do leite foi
marcadamente alterada pela suplementacdo lipidica. No que respeita aos acidos gordos
saturados de cadeia curta, apenas o 10:0 sofreu uma reducao significativa, passando de 2,00
g/100 g do periodo 1 para 1,63g /100 g no periodo 2. Relativamente ao 16:0, é visivel uma
diminuicao significativa da sua concentracdo do periodo 1 para o periodo 2. Tal demonstra que
a dieta suplementada com 6leos de linhaca e girassol levou a uma reducao deste acido gordo
saturado no leite. No periodo 3, no qual foi novamente fornecida a dieta controlo, a
concentracao de 16:0 voltou a subir. Numa meta-analise realizada por Glasser et al. (2008)
verificou-se que tanto a adicdo de 6leo de linhaca como de girassol, entre os 483 a 868 g/d,
reduziam a percentagem de 16:0 da gordura do leite. Embora neste ensaio tenham sido
apenas usados cerca de 254g/dia de suplemento lipidico, os resultados vdo no mesmo sentido.
Segundo Palmquist et al. (1993), a suplementacao lipidica leva um aumento da percentagem
de acidos gordos com 18 carbonos a custa da diminuicao dos acidos gordos de cadeia curta e
média, tal deve-se a um aumento da captacdo por parte da glandula mamaria de acidos gordos
de cadeia longa absorvidos a nivel intestinal e a uma diminui¢cdo da sintese de novo de acidos
gordos na glandula mamaria (Glasser et al. 2008). A glandula mamaria é responsavel pela
sintese dos acidos gordos de cadeia curta e média (4.0 a 14:0) e cerca de metade de 16:0, a
outra metade tendo origem em &cidos gordos pré formados oriundos da dieta ou da
mobilizacdo das reservas corporais (Modesto et al. 2002). Os acidos gordos de cadeia longa
sdo inibidores da sintese mamaria de acidos gordos, devido ao seu efeito inibitério sobre a
atividade da acetil-CoA-carboxilase, enzima fundamental no processo da lipogénese maméaria
(Chilliard et al. 2000). A marcada diminuicdo de 16:0 pode também ser devida a uma menor
ingestdo deste acido gordo na dieta durante o periodo 2, pois a substituicdo dos sabdes
calcicos de 6leo de palma pelos 6leos de linhaca e girassol, reduziu os niveis de acido
palmitico no alimento completo de 21,8%, no periodo 1, para 13,4%, no periodo 2 (Quadro 4).
A suplementacdo com 6leos teve também efeito na percentagem de cis-9 16:1 da gordura do

leite, registando-se uma descida da sua concentracao do periodo 1 para o periodo 2 (P <0,05).
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Quadro 6. Perfil de acidos gordos (g/100 g do total de acidos gordos) do leite do tanque recolhido ao longo
das 6 semanas de estudo (n=4).

Dietas
) P1-Controlo P2-Oleos P3-Controlo EPM P
Acido gordo (g/100g do total de acidos gordos)
10:0 2,00° 1,63% 2,01° 0,083 0,017
11:0 0,12° 0,09° 0,11° 0,006 0,017
12:0 3,10 2,67 3,03 0,115 0,059
13:0 0,10° 0,09° 0,10° 0,005 0,035
14:0 10,96 10,32 11,02 0,194 0,059
is0-14:0 0,11 0,10 0,11 0,003 0,158
cis-9 14:1 1,08 0,98 1,12 0,036 0,053
15:0 0,99 0,89 0,97 0,028 0,071
is0-15:0 0,24 0,24 0,24 0,005 0,717
anteiso-15:0 0,40 0,39 0,40 0,007 0,617
16:0 34,94° 29,85% 34,19° 0,371 <0,001
is0-16:0 0,30 0,28 0,30 0,008 0,255
cis-7 16:1 0,23 0,22 0,24 0,006 0,238
cis-9 16:1 2,07° 1,70% 2,06° 0,045 <0,001
17:0 0,45 0,44 0,44 0,012 0,726
is0-17:0 0,39 0,41 0,40 0,010 0,323
anteiso-17:0 0,44 0,44 0,45 0,011 0,813
cis-9 17:1 0,20 0,18 0,19 0,005 0,084
18:0 9,44% 10,87° 9,20° 0,165 <0,001
trans-6,-7,-8 18:1 0,46 0,57° 0,48° 0,008 <0,001
trans-9 18:1 0,31° 0,40° 0,33? 0,010 <0,001
trans-10 18:1 0,61° 0,95° 0,81° 0,023 <0,001
trans-11 18:1 0,86° 1,55 0,91° 0,034 <0,001
trans-12 18:1 0,56 0,72° 0,59° 0,029 0,014
trans-15 18:1 0,36° 0,59° 0,38° 0,015 <0,001
trans-16+cis-14 18:1 0,35° 0,58° 0,36° 0,011 <0,001
cis-9 18:1 23,39% 25,43" 23,59% 0,254 <0,001
cis-11 18:1 0,86 0,86 0,86 0,018 0,964
cis-12 18:1 0,42° 0,68° 0,45° 0,007 <0,001
cis-15 18:1 0,08? 0,31° 0,11° 0,060 0,048
18:2 n-6 2,77 2,99 2,89 0,060 0,085
trans-11,cis-15 18:2 0,03? 0,20° 0,04? 0,005 <0,001
cis-9,trans-11 18:2 0,68° 1,11° 0,75° 0,021 <0,001
18:3n-3 0,312 0,74° 0,372 0,032 <0,001
20:0 0,11 0,12 0,10 0,004 0,056
cis-11 20:1 0,06 0,07 0,06 0,002 0,057
20:3 n-6 0,14 0,13 0,13 0,003 0,251
20:4 n-6 0,20 0,19 0,19 0,003 0,127
22:0 0,03% 0,03° 0,03? 0,001 0,013
Somatérios
Acidos gordos impares 1,66 1,50 1,62 0,045 0,075
Acidos gordos ramificados 1,88 1,86 1,90 0,039 0,750
Acidos gordos C18 41,34° 48,54° 42,13 0,354 <0,001
Acidos gordos C18:1 28,12° 32,63" 28,87% 0,265 <0,001
Acidos gordos C18:2 3,48% 4,30° 3,68% 0,074 <0,001
Acidos gordos saturados 62,24° 56,99° 61,19" 0,196 <0,001
Acidos gordos monoinsaturados 31,77° 35,78° 32,53 0,208 <0,001
Acidos gordos polinsaturados 4,12° 5,37° 4,37° 0,096 <0,001
RAacio n-6:n-3 10,16" 4,50° 8,82° 0,486 <0,001

%P Na mesma linha valores com diferentes notacdes sao diferentes (P<0,05).
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A suplementacdo com Gleos teve também efeito na percentagem de cis-9 16:1 da gordura
do leite, registando-se uma descida da sua concentracao do periodo 1 para o periodo 2 (P
<0,05). A A9-dessaturase presente no tecido mamario é responsavel pela conversdo do acido
palmitico em cis-9 16:1. Assim, quando ocorre uma diminui¢céo do fornecimento 16:0 a glandula
mamaria, quer seja pela diminuicdo da sua sintese de novo, quer seja pela menor ingestao
deste acido, ocorre uma menor producdo de cis-9 16:1 (Givens et al. 2009). No presente
ensaio podemos verificar tal realidade, pois por um lado a substituicdo dos sabfes célcicos
levou a uma menor ingestdo de 16:0 no alimento completo (Quadro 4) e por outro lado, o efeito
inibitério dos &cidos gordos polinsaturados sobre a lipogénese mamaria pode também ter
contribuindo na reducao do 16:0. A soma destes dois fatores podera ter provocado, assim, uma

diminuicdo de 16:0, o que levou consequentemente a uma menor producéo de cis-9 16:1.

2.3.4. Acidos gordos impares e ramificados

Relativamente aos acidos gordos impares e ramificados, o 11:0 e 13:0 apresentaram uma
diminuicdo do periodo 1 para o periodo 2, enquanto os restantes acidos pertencentes a este
grupo nao apresentarem alteracdes nas suas concentracdes. A presenca deste tipo de acidos
gordos no leite deriva maioritariamente de acidos gordos de bactérias ruminais, assim quando
ocorrem variacbes nas percentagens destes acidos gordos no leite, podem refletir alteracdes
no ambiente ruminal (Vlaeminck et al. 2006). Segundo Cabrita et al. (2003), os acidos gordos
impares podem ser usados como indicadores da funcdo ruminal em termos de populacdes
microbianas, substratos e intera¢des. Dado os acidos gordos polinsaturados possuirem efeitos
antimicrobianos, sendo estes mais severos quanto maior o grau de insaturacdo (Maia et al.
2007), é expectavel que a suplementacao lipidica com quantidades elevadas de 18:2 n-6 e
18:3 n-3 possa afetar as populacbes bacterianas e, portanto, acarretar alteracbes nos
processos fermentativos (Vlaeminck et al. 2006), levando a uma reducéo da disponibilidade
destes acidos gordos impares e ramificados para serem incorporados no leite. Segundo Loor et
al. (2005), a suplementacéo da dieta com 6leos de linhaca a 3% (na MS) levou a uma reducao
dos acidos gordos impares e ramificados no leite.

De forma geral, e olhando para os somatérios, apesar de registar uma ligeira diminuicao
numérica dos &acidos gordos impares e uma manutencdo dos niveis de &acidos gordos
ramificados, sugere que apesar de a populacdo ruminal poder ter sido alterada, ndo se

verificaram efeitos téxicos.
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2.3.5. Acidos gordos de cadeia longa

Pela analise do Quadro 6, verifica-se que do periodo 1 para o periodo 2, ocorreu um
aumento dos acidos gordos com 18 carbonos, nomeadamente o 18:0 e varios isbmeros cis e
trans monoendicos. No que respeita ao aumento de 18:0, sabe-se que bioidrogenacao ruminal
de suplementos ricos em acidos gordos polinsaturados com 18 carbonos é um processo
sequencial comecando na lipGlise, seguido da isomerizacdo e hidrogenacdo das duplas
ligagbes, produzindo como produto final o 18:0 (Jouany et al. 2007). A adicdo de 6leos de
linhaca e girassol no regime alimentar do periodo 2, fez aumentar os niveis de 18:2 n-6 e 18:3
n-3 na dieta. Este Gltimo passou de 4,7% do total de acidos gordos do alimento completo para
15,9%, enquanto o 18:2 n-6 passou de 40,0% para 42,2% (Quadro 4). Desta forma, ocorreu um
aumento de substrato para as reacfes de bioidrogenacdo ruminal, 0 que consequentemente
levou a um aumentou do seu produto final, o 18:0.

O aumento dos diversos isomeros 18:1 e 18:2, podem ser explicados pelo fato da etapa final
deste processo, a conversao do trans-11 18:1 em 18:0, ser uma reacao limitante e portanto,
varios acidos gordos intermediarios decorrentes do processo da bioidrogenacdo poderem
acumular-se no rimen e ficar assim disponiveis para a absor¢cdo intestinal e consequente
incorporacéo no leite (Kliem et al. 2009). A principal via de biohidrogenacéo do 18:2 n-6 produz
como compostos intermediarios, o cis-9,trans-11 18:2 e trans-11 18:1, enquanto o 18:3 n-3 leva
a formacdo de cis-9,trans-11,cis-15 18:3, trans-11,cis-15 18:2 e trans-11 18:1. Contudo,
investigacdes mais recentes tém mostrado que as vias de bioidrogenacdo sdo muito mais
complexas, levando a producdo de diferentes intermediarios da bioidrogenacao trans e cis
octadecenoicos (Shingfield et al. 2010) Da biohidrogenacéo do 18:2 n-6, podem ser formados
isdmeros de trans-8 a trans-12 18:1 assim como de cis-10 a cis-12 18:1. No caso do 18:3 n-3
podem ser formados trans-11 a trans-16 e cis-11 a cis-15 18:1. Na mesma linha, Chilliard et al.
(2007) descrevem que, para além dos efeitos sobre o trans-11 18:1 e cis-9,trans-11 18:2, a
suplementacao lipidica pode também modificar o perfil de outros isomeros trans e conjugados.
A ingestdo de 18:2 n-6 aumenta o trans-6 a trans-10 18:1 e a ingestdo de 18:3 n-3 pode alterar
o perfil de cis-15-18:1 e trans-13 a trans-16 18:1, entre outros (Chilliard et al. 2007). Loor et al.
(2005) mostraram, que a suplementacdo com 6leo de linhaca resultou numa maior
percentagem de trans-13 a trans-16 18:1 na gordura do leite quando comparados com
tratamentos com 6leo de girassol. O aumento da grande maioria de trans 18:1 e cis-12 e cis-15
18:1, registado com a suplementacdo dos Oleos no regime alimentar durante o periodo 2,
sugere que a biohidrogenacao do 18:2 n-6 e 18:3 n-3 ndo foi completa.

Em relacdo ao aumento registado de cis-9 18:1 no periodo 2, este pode dever-se a uma

maior ingestdo deste isdbmero na dieta, que consequentemente conseguiu escapar a
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biohidrogenacdo ruminal e ser absorvido no duodeno, mas também pode ser explicado pelos
niveis aumentados de 18:0 produzidos a nivel ruminal, dado que mais de 50% do cis-9 18:1
excretado no leite deriva da acdo da A9-dessaturase sobre o 18:0 (Givens et al. 2009). Como a
percentagem de cis-9 18:1 do alimento completo sofreu uma diminuicdo de 24.96% do periodo
1 para 22,2% no periodo 2, podemos sugerir que o aumento de cis-9 18:1 se tenha devido a
conversao do 18:0 pela A9-dessaturase na glandula mamaria.

O aumento 18:3 n-3 no leite registado aquando a suplementacédo da dieta com os 6leos de
linhaca e girassol (periodo 2) revela que parte deste acido gordo conseguiu escapar ao
processo de bioidrogenacdo. No entanto, o seu teor no alimento completo aumentou de 5 para
16% com a inclusdo da mistura de Oleo de girassol e linhaca (Quadro 4). Por sua vez, a
percentagem de 18:2 n-6 ndo se alterou entre dietas, tendo seguido o mesmo padrédo
relativamente ao teor no leite. Ainda que néo tenha sido calculada, os dados obtidos permitem
sugerir que a bioidrogenacdo dos precursores foi extensa, particularmente a do 18:3 n-3 no

alimento completo suplementado com os 6leos de linhaca e girassol.

2.3.6. Acido linoleico conjugado (CLA)

Relativamente ao cis-9,trans-11 18:2, este aumentou de 0,68 g do periodo 1 para 1,11 g/100
g no periodo 2 (P <0.05), mostrando que a dieta suplementada com 6leos teve efeitos no teor
deste acido gordo na gordura do leite. O efeito registado pode dever-se ao facto deste acido
gordo ser um produto intermediario do processo de bioidrogenacdo do 18:2 n-6, podendo
assim ocorrer a sua acumulagéo ruminal e posterior absorcéo intestinal. Por outro lado, o trans-
11 18:1, intermediario da bioidrogenacédo do 18:2 n-6 e do 18:3 n-3, pode ser convertido em
cis-9,trans-11 18:2 via A9-dessaturase na glandula mamaria (Chilliard et al. 2000). Estudos in
vitro mostraram que, apos a formagdo ruminal de cis-9,trans-11 18:2, este é rapidamente
convertido em &cido trans-11 18:1, sugerindo que a sua acumulacdo ruminal € minima
(Modesto et al. 2002). E, assim, aceite que a maioria do cis-9,trans-11 18:2 do leite é
sintetizada pela converséo do trans-11 18:1 no tecido mamario (Caroprese et al. 2010). Griinari
et al. (2000) demonstraram que aproximadamente 70 a 80% de CLA que surge no leite é
sintetizado endogenamente, nos tecidos, por acdo da A9-dessaturase. Segundo Shingfield et
al. (2008) a forma mais eficaz de aumentar o CLA na gordura do leite passa por aumentar 0s
teores de 18:2 n-6 e 18:3 n-3 na dieta, os quais servem de precursores para a formacéo de
trans-11 18:1 no ramen. A adicdo de 6leos de linhaca e de girassol no periodo 2, promoveu
uma extensa bioidrogenacédo dos precursores, 18:2 n-6 e 18:3 n-3, o que tera levado a um
aumento na formacao de cis-9,trans-11 18:2 e trans-11 18:1 no rimen, como intermediarios.

Para além do efeito no rimen, ndo podemos descartar a hipétese de mais cis-9,trans-11 18:2
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ter sido produzido endogenamente via conversdo do trans-11 18:1 pela enzima A9-dessaturase

na glandula mamaria, ou maior expressao desta face ao aumento de substrato disponivel.

2.3.7. Anélise dos somatoérios

Podemos afirmar que o leite do periodo 2 é mais saudavel do que o leite dos periodos 1 e 3,
ou seja, a dieta suplementada com 6leos de linhaca e girassol levou a que o leite produzido na
exploragdo tivesse um perfil em &cidos gordos nutricionalmente mais saudéavel. Através do
Quadro 6 verifica-se uma diminuicdo dos acidos gordos saturados de 62,24 g para 56,99 g/100
g do periodo 1 para o periodo 2. Tal diminuicdo foi compensada pelo aumento dos acidos
gordos monoinsaturados e polinsaturados.

No periodo 3, o leite apresentou teores intermédios em acidos gordos saturados
monoinsaturados, comparativamente ao leite dos periodos 1 e 2, sugerindo que as alteracbes
na composicao da gordura do leite ndo sdo simultdneas a alteracdo da dieta. A dieta utilizada
durante o periodo 2 tera provocado, assim, um efeito “carry over” na insaturacdo da gordura do
leite. As diferencas observadas no perfil de acidos gordos saturados e monoinsaturados do
leite nos periodos 1 e 3, em que o mesmo alimento completo foi oferecido aos animais,
poderao ser explicados por diferencas na populacdo microbiana ruminal induzidas com a dieta
suplementada com sabdes de 6leos de girassol e linhaca no periodo 2. Adicionalmente, o
tempo da retencao ruminal da dieta do periodo 2, assim como o periodo de adaptacao a dieta
controlo poderdo estar na base dos dados observados.

O leite do periodo 2 provou ser assim mais saudavel. Outro fator que suporta a natureza
benéfica do leite do periodo 2, é o facto do racio n-6:n-3 ser menor comparativamente com o
do periodo 1, passando de 10.16 para 4.50, uma reduc¢éo de mais de 50%. Simopoulos (2008),
num artigo de revisdo, reportou as relacdes entre a ingestdo de quantidades excessivas de
acidos gordos polinsaturados da série n-6 e racios n-6:n-3 elevados e o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares, neoplasicas, inflamatérias e autoimunes, enquanto quantidade mais
elevadas de &cidos gordos polinsaturados n-3 e um racio n-6:n-3 mais baixo exerciam efeitos
supressivos. De fato, uma elevada ingestdo de 18:2 n-6 tem sido associada ao processo
inflamatério e ao despoletar ou exacerbacdo da doenca inflamatéria, enquanto a ingestdo de
18:3 n-3 tem mostrado ter o efeito oposto, evitando a inflamacé&o ou diminuido os seus efeitos
(Madureira 2007).
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2.4. Conclusao

No presente ensaio, a substituicdo de sabdes calcicos de acidos gordos de dleo de palma
por uma mistura de 6leos de girassol e de linhaca promoveu uma maior producao de leite e
nao afetou a composicdo do leite, no que concerne a percentagem de gordura, proteina e
lactose Mais, esta substituicdo revelou-se eficaz na alteracdo do perfil em &cidos gordos do
leite, ocorrendo uma reducdo da proporcao de acidos gordos saturados e um aumento da
proporcdo de acidos mono- e polinsaturados, nomeadamente o CLA. Desta forma, podemos
concluir que esta estratégia de manipulacdo do regime alimentar ao nivel de exploracao

permite produzir leite com gordura nutricionalmente mais benéfica a saude humana.
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