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FONTES LIPIDICAS NA TERMINACAO DE NOVILHOS DE CORTE EM
PASTEJO

RESUMO — O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de fontes lipidicas no
consumo, digestibilidade, desempenho, emissdo de metano entérico, caracteristicas
da carcaca, qualidade da carne e do perfil de &acidos graxos, parametros da
fermentacdo ruminal, fluxo ruminal de particulas, perfil de degradacao da fibra e
populacdo microbiana de novilhos nelore suplementados mantidos em pastagem de
Brachiaria brizantha cv. xaraés no periodo seco. Foram avaliadas quatro fontes
lipidicas, incluidas em um suplemento energético-protéico (6leo de palma, 6leo de
linhaca, sais de célcio de 6leo de soja - Lactoplus® e soja grdo), mais tratamento
controle (suplemento sem fonte adicional de gordura). Os suplementos foram
fornecidos diariamente a 1% do peso corporal. As fontes lipidicas ndo afetaram o
desempenho, as caracteristicas de carcaca ou os atributos fisicos da carne dos
animais. Observou-se uma tendéncia de reducdo na emissdo de metano entérico
com a adicado de 6leo de linhaca nos suplementos. O 6leo de linhagca aumentou a
guantidade de &cido linoleico conjugado (CLA) e a gordura protegida elevou os
niveis de w-6 e relacdo w-6:w-3 na carcaca. A digestibilidade da FDN, o fluxo
ruminal de particulas e a taxa de degradacdo da fibra foram reduzidos com a
inclusdo de oOleo de palma na dieta. A relacdo acetato:propionato foi menor nos
animais suplementados com palma e linhaca. A inclusdo de 6leo de palma, 6leo de
linhaca e gordura protegida resultaram em reducdo na proporcdo relativa de
metanogénicas no ambiente ruminal. O 6leo de linhaca, a gordura protegida e a soja
grao podem ser utilizados em suplementos para animais em pastejo sem prejudicar
a fermentacdo e a utilizacdo dos carboidratos estruturais. A inclusdo do 6leo de
palma ou gordura protegida ndo é recomendada quando se almeja melhorias no
perfil lipidico da carne ou gordura de animais zebuinos. Alteracdes desejaveis na
guantidade de CLA na carcaca e reducao na emissdo de metano entérico podem ser

alcancadas com a utilizacdo de 6leo de linhaca nos suplementos.

Palavras chaves: &cido linoleico conjugado, gordura protegida, linhaca, metano

entérico, palma, soja grao
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GRAZING BEEF CATTLE SUPPLEMENTED WITH LIPID SOURCES

SUMMARY — The aim of this work was to evaluate the effect of lipid sources
on intake, digestibility, performance, methane emission, carcass features, carcass
fatty acids profile, meat quality, ruminal fermentation, flow kinetics of fibrous particles,
neutral detergent fiber (NDF) degradation profile and microbial population in Nellore
steers supplemented and kept in a Brachiaria brizantha cv. Xaraés pasture during
the dry season. Five lipid sources included in an energy-protein supplement were
evaluated (palm oil, linseed oil, calcium salts of soybean fatty acids - Lactoplus®, and
soybean grain), plus a control treatment (supplement without additional fat). The
supplements were offered daily at 10g.kg BW™. Lipid sources did not affect
performance, carcass features nor physical meat attributes. The methane emission
tended to decrease with the addition of linseed oil on the supplements. Linseed
supplementation increased conjugated linoleic acid (CLA) and by pass fat increased
levels of w-6 and w-6:w-3 ratio. The NDF digestibility, flow kinetics of fibrous
particles and NDF degradation profile were lower on palm oil diet. Acetate:propionate
ratio was lower on animals fed palm and linseed oil. Inclusion of palm oil, linseed oil
and bypass fat decreased the relative proportion of methanogens in the rumen.
Linseed oil, bypass fat and soy bean grain can be added to grazing cattle
supplements without impair rumen fermentation and fiber utilization. Inclusion of palm
oil and bypass fat is not recommended when it aims improvements in fatty acid
profile of Nellore cattle carcass. Desirable changes in the amount of CLA in meat and

reduction in enteric methane emissions can be achieved with the use of linseed oil.

Key words: bypass fat, linoleic conjugated acid, linseed, methane, palm, soybean

grain



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

No Brasil, a pecuédria de corte € caracterizada pela grande importancia
econbmica e social e por ser amplamente distribuida em todo territério nacional. Os
sistemas de produgdo de carne brasileiros estdo diretamente relacionados a
exploracdo de pastagens, apresentando vantagem comparativa do baixo custo de
producdo. No entanto, 0 aumento da competitividade ndo s por preco, mas também
por qualidade, impde mudancas no setor, implicando, principalmente, em reducdo na
idade de abate. Deste modo, a busca da melhoria da produtividade e da eficiéncia
dos sistemas de producédo tem na alimentacdo animal um de seus principais focos.

A suplementacdo com lipideos € uma estratégia nutricional que pode ser
utilizada na engorda de bovinos para promover mudancas na qualidade da carcaca
e perfil de acidos graxos (SCOLLAN et al., 2006; LUDEN et al., 2009 e OLIVEIRA et
al., 2012) e reduzir a producédo de metano (MARTIN et al., 2008; BEAUCHEMIN et
al., 2009; MARTIN et al., 2010 e CHUNG et at., 2011).

2. SUPLEMENTACAO

A suplementacdo alimentar para bovinos em pastejo constitui importante
tecnologia para corrigir desequilibrios nutricionais, uma vez que a adicdo dos
nutrientes limitantes dentro do sistema via suplemento permite o crescimento
continuo dos animais e reducao no ciclo de producéo (REIS et al. 2011), além de
servir como veiculo para inclusdo de aditivos e acidos graxos.

As gramineas tropicais apresentam ao longo do ano, mudancas drasticas em
sua composicao decorrente do avanco de seu estadio vegetativo. No Brasil Central
existem dois periodos distintos em relacdo a quantidade e qualidade da forragem
ofertada: no periodo das aguas, as condicfes climaticas sdo favoraveis a adocédo de
manejo que propicie o crescimento das forrageiras tropicais, proporcionando
aumento na disponibilidade de forragem, além da maior concentracdo de nutrientes

nas plantas.



Contudo, no periodo seco, em que as condi¢bes climaticas limitam o
crescimento das plantas forrageiras observa-se queda na disponibilidade da
forragem, além de reduzir o conteddo de nutrientes das mesmas. As flutuacdes
estacionais na qualidade e disponibilidade dos pastos resultam no aumento da idade
de abate dos animais (PAULINO, 1999), influenciando desse modo o acabamento e
a qualidade da carcaca. A utilizacdo de suplementos que supram adequadamente as
necessidades energéticas e proteicas dos animais em pastejo durante este periodo
é frequente objeto de pesquisas. Para tentar solucionar ou pelo menos minimizar o
problema e estratificar uniformemente a producdo de carne durante o ano, O
pecuarista pode adotar inUmeras estratégias, cada qual mais apropriada as
condi¢cdes do sistema de producéo que estiver sendo utilizado na propriedade (REIS
et al., 2006).

Potencializar a utilizacdo das pastagens, de modo que aumente a taxa de
lotagdo e principalmente o ganho de peso animal, torna-se uma estratégia de
manejo interessante, pois possibilita menor tempo para atingir peso de abate,
reduzindo a permanéncia do animal na propriedade e, consequentemente,
diminuindo o nimero de estacdes secas na vida do animal, otimizando o sistema.
Para isso, deve-se procurar equacionar o suprimento de forragem de qualidade com
a demanda animal por alimento.

A utilizacdo de lipidios em suplementos destinados a animais em pastejo
pode ser considerada uma estratégia de reducao na producdo de metano entérico e
melhoria no perfil de acidos graxos na carne e na gordura de bovinos de corte.
Entretanto, pesquisas apontam, que a adi¢cao de 6leo pode ter um impacto negativo
na digestibilidade da fibra e desempenho animal (JENKINS, 1993). Portanto, como a
fibra da pastagem constitui uma fracdo importante dentre os substratos energéticos
presentes em sistemas de criacdo em pastagens a utilizacdo de acidos graxos deve
ser planejada de forma a minimizar efeitos deletérios, favorecendo o desempenho
dos animais.

PAVAN et al. (2007) avaliaram a incluséo de trés niveis (0; 0,75 e 1,5g/Kg de
PV) de 6leo de milho no suplemento de novilhos em pastejo e verificaram efeitos
decrescentes no consumo de matéria de seca e digestibilidades da MS, MO e FDN.

Entretanto, a reducdo no consumo e na digestibilidade n&o refletiu em pior



desempenho que se manteve estavel entre os tratamentos. A manutenc¢éo no ganho
de peso dos animais que receberam 6leo de milho pode ser atribuida a energia
proveniente do 6leo absorvido no duodeno dos animais, compensando a reducdo no
consumo e na digestibilidade dos nutrientes.

Efeitos na utilizacdo dos nutrientes dependem ndo somente do nivel de
inclusdo mas também da fonte e da composicao dos &cidos graxos adicionados
(JENKINS, 1993). SANTANA (2010) avaliou trés formas de inclusdo de &cidos
graxos de soja no suplemento de novilhas em pastejo (6leo de soja, soja grao moido
e sais de calcio de 6leo de soja) e verificou que o consumo de MS dos animais
recebendo 6leo de soja foi 10 e 13% superior aos que receberam soja grao e
gordura protegida, respectivamente embora o desempenho néao tenha sido afetado
pelo tipo de fonte incluida.

3. FONTES LIPIDICAS

Diversas fontes lipidicas podem ser incluidas na dieta de ruminantes, e
apesar dos varios beneficios que podem ser alcancados com a inclusao de acidos
graxos, efeitos toxicos sobre os microrganismos do rumen, especialmente bactérias
gram-positivas, protozoarios e arquéias metanogénicas podem prejudicar a
fermentacdo ruminal (PALMQUIST & MATTOS, 2011). Como consequéncia das
alteracdes na microbiota com a inclusédo de acidos graxos podem ocorrer reducdes
na digestibilidade da fibora (MANSO et al., 2005; PAVAN et al., 2007) e no consumo
de nutrientes (BATEMAN & JENKINS, 1998; SILVA et al., 2010; WANAPAT et al.,
2011).

O perfil e a disponibilidade dos acidos graxos de cada fonte influenciam no
comportamento da gordura no ruamen, e portanto, alteracdes no consumo,
digestibilidade, desempenho, emissdo de metano entérico e perfil de acidos graxos
depositados nos tecidos dependerdo da fonte fornecida.

Assim que entram no rumen os triglicerideos sdo rapidamente hidrolisados a
acidos graxos e glicerol, o glicerol é usado como fonte de energia pelas bactérias
ruminais e os acidos graxos sdo biohidrogenados ou neutralizados na forma de
sabdes de célcio (VAN SOEST, 1994; PALMQUIST & MATOS, 2011). A inclusdo de



lipidios na forma de sementes ou de gordura protegida (sais de célcio de acidos
graxos) previnem parcialmente os processos de biohidrogenacdo que ocorrem no
rimen, aumentando passagem de &cidos graxos insaturados para o duodeno.

O Oleo de palma possui um perfil lipidico altamente saturado, sendo rico em
acido laurico (57%) e miristico (17%). Efeitos deletérios nas taxas de fermentacao
ruminal sdo geralmente relacionadas ao grau de insaturacdo dos acidos graxos, uma
vez que os &cidos graxos insaturados sdo mais toxicos aos microrganismos ruminais
(JENKINS, 1993). Portanto, a utlizacdo de fontes de 6leos saturados podem
amenizar os efeitos negativos dos acidos graxos sobre a fermentacdo ruminal
(WANAPAT et al., 2011).

Apesar de se tratar de uma fonte lipidica vegetal com alto grau de saturacao,
alguns trabalhos que utilizaram Oleo de palma verificaram decréscimo na
digestibilidade da MS e FDN (MANSO et al., 2005) e no consumo (MANSO et al.,
2005; OTARU et al., 2011). MANSO et al. (2009) fornecendo 6leo de palma em dieta
a base de palha de centeio ndo observaram alteracbes nas caracteristicas da
carcaca ou na composicao de acidos graxos na carne de carneiros confinados.

Por outro lado a linhaca € conhecida como uma importante fonte de acidos
graxos insaturados, principalmente o acido linolénico C18:3-n3 e, portanto, dietas
suplementadas com 6leo de linhaca conduzem a maiores concentracdes de acidos
alfa-linolénicos e CLA na carcaca e no leite de ruminantes (BARTON et al., 2007;
DOREAU et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012).

Além de melhorar o perfil da gordura na carcaca de ruminantes, diversos
trabalhos na literatura destacam o potencial do 6leo de linhaca em reduzir a emissao
de metano entérico em ruminantes. EUGENEA et al. (2011) incluiram 6leo de
linhaca e amido na dieta de animais confinados e relataram reducéo de 20 e 24% na
emissdo de metano em L/dia e L/dia/Kg de peso vivo, respectivamente. MARTIN et
al. (2008) avaliaram a inclusdo de linhaca nas formas de 6leo, extrusada e em gréao
e verificaram reducdes de 64, 38 e 12% na emissao de metano.

Embora os resultados com 6leo de linhaca se apresentem favoraveis com
relacdo a melhoria no perfil de acidos graxos e reducdo de metano a inclusao dessa
fonte pode causar reducdo na digestibilidade da fibra (BRODISCOU et al., 1994;
MARTIN et al., 2008) e no consumo de matéria seca (EUGENEA et al., 2011). O



impacto dos efeitos adversos no desempenho dependem da dieta e devem ser
considerados principalmente em dietas onde os substratos fibrosos da forragem séo
uma fracdo importante da energia consumida pelos animais, como por exemplo
animais em pastejo.

Uma maneira de amenizar os impactos causados pelos lipidios no rimen € o
fornecimento do gréo inteiro de oleaginosas, que proporcionam uma protecéo parcial
na biohidrogenagdo ruminal devido a natureza rigida da camada externa das
sementes, entretanto essa protecao foi descrita por JENKINS E MCGUIRE (2010)
como limitada e inconsistente.

Dentre as fontes avaliadas, o grao de soja destaca-se pela facilidade de
armazenamento e incorporacdo no suplemento. O 6leo contido nos grdo de soja
possui aproximadamente 85% de acidos graxos insaturados, principalmente oleico,
linoleico e linolénico (LEE et al., 2007), o que aumenta seu potencial de causar
efeitos adversos na fermentag&o ruminal. SILVA et al. (2007) e OLIVEIRA et al.
(2009) ndo observaram efeitos no consumo e na digestibilidade de MS e FDN com o
fornecimento de grdo de soja para cabras ndo gestantes e bufalas lactantes,
respectivamente. MESSANA et al. (2012) avaliaram niveis (0, 2, 4 e 6%) de lipidios
na dieta através da inclusdo de grédo de soja moido e nao verificaram efeitos na
populacédo de protozoarios, no consumo de MS, ou no fluxo de proteina microbiana.

Os sais de célcio de acidos graxos, conhecidos como gorduras protegidas,
foram desenvolvidos para permanecerem inertes no pH ruminal, porém, o grau de
resisténcia das gorduras protegidas ainda nao foi bem estabelecido. A baixa
biohidrogenacéo das gorduras protegidas € atribuida a reduzida disponibilidade dos
grupos carboxis associados com 0s sais de calcio no rimen, uma vez que 0 grupo
carboxil livre € necessario para a acdo das isomerases que iniciam a
biohidrogenacédo (JENKINS, 1993). AFERRI et al. (2005) nao verificaram efeitos no
desempenho e caracteristicas da carcaca e da carne com adicdo de gordura

protegida na dieta de novilhos mesticos.



4. PERFIL DE ACIDOS GRAXOS NA CARNE E GORDURA

Devido aos processos de biohidrogengdo que ocorrem no rumen, a gordura
de animais ruminantes apresentam mais acidos graxos saturados em detrimento dos
mono e polinsaturados. Por isso o consumo de carne vermelha € frequentemente
associado ao aumento do colesterol e doengas cardiovasculares (SCOLLAN et al.,
2006).

Para o consumo humano, recomenda-se que a ingestdo de gordura total,
acidos graxos saturados (AGS), n-6 acidos graxos polinsaturados (AGPI), n-3
(AGPI), e &cidos graxos trans devem contribuir com <15-30%, <10%, <5-8 %, <1-2%
e <1% do consumo total de energia, respectivamente. A reducdo da ingestao de
AGS (que sao conhecidos por aumentar a lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
0 colesterol) e o aumento da ingestdo de n-3 PUFA é especialmente encorajado
(WHO, 2003 citado por SCOLLAN et al., 2006). Por outro lado, a carne bovina é
fonte de &cido linoleico conjugado (CLA), que tem demostrado efeito
anticarcinogénico (KELLEY et al., 2010) e redutor da gordura corporal (RACINE et
al., 2010).

O acido graxo C18:2 cis-9 trans 11 é o isbmero de CLA dominante nos
produtos de ruminantes (HOCQUETTE et al., 2012). As duplas ligacbes nos acidos
graxos insaturados que ocorrem na natureza sao geralmente do tipo cis (i.e. 0s
atomos de hidrogénio ligados ao carbono da cadeia apontam para a mesma
direcdo). Nos ruminantes, como resultado da biohidrogenacéo que ocorre no rimen
uma proporcao significativa das duplas ligacbes sdo do tipo trans, ou seja, 0s
atomos de hidrogénio apontam em direcfes opostas (WOOD et al, 2008). O principal
acido graxo trans € o C18:1, acido vacénico, que é convertido a CLA no tecido
adiposo e muscular pela acdo da enzima dessaturase (A? C18).

Diante do aumento da demanda de mercado por produtos de melhor
gualidade e a conscientizacdo da populacdo das relacbes entre dieta e saude
observa-se uma crescente demanda na pesquisa cientifica no tocante a modificacao
da alimentacdo dos animais com o objetivo de aumentar o conteddo de &cidos

graxos polinsaturados, em particular os da série 6mega-3 (18:3n-3, acido linoleico;



20:5n-3, acido eicosapentaenoico (EPA); 22:6n-3 &cido docosaexaenoico (DHA)), e
o0 acido linoleico conjugado (CLA), nos produtos carneos (MOLONEY et al., 2012).

A suplementacdo com fontes lipidicas ricas em &cido linoleico e linolénico é
uma das estratégias que podem ser usadas para alcancar niveis mais elevados das
gorduras consideradas benéficas a saide humana, sendo que geralmente, fontes de
forragem contém maiores concentracbes de &cido linolénico (18:3; cis-9, cis-12,
cis15), enquanto que o acido linoleico (18:2 cis-9, cis-12) é predominante em graos
de cereais (BAUMAN, et al., 2003).

5. EMISSAO DE METANO ENTERICO

Outro aspecto que vém ganhando atencdo da midia com repercussoes
negativas sobre o consumo de carne vermelha é a producdo e emissdo de metano
pelos ruminantes, cujo volume esta associado as proporcdes dos acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) produzidos no processo de fermentacédo ruminal, em funcéo
principalmente de caracteristicas da dieta e da populacdo microbiana. Estima-se que
0 gas metano aumenta anualmente a uma taxa de 0,9% na atmosfera. As emissdes
globais desse gas, geradas a partir de processos antropicos sdo estimadas em 320
milhdes de toneladas por ano, sendo que 86 milhdes sdo gerados nos processos de
fermentacéo entérica (IPCC, 2006).

O processo de producédo de metano pode ser visto como um dreno, em que
hidrogénio produzido pelos microrganismos ruminais € consumido, permitindo a
maior producéo total de ATP (FAHEY & BERGER, 1988). A formacdo dos acidos
acético e butirico € acompanhada pela producdo de H; enquanto a producdo de
acido propiénico envolve o consumo de H,. A proporcdo relativa dos acidos
acetato:propionato:butirato determina a quantidade de H2, em excesso, disponivel
no ramen, ou seja, passivel de ser transformada em metano pelas bactérias
metanogénicas.

A reducdo de CO, a metano no riumen desempenha importante funcao,
agindo na remocédo continua do H, resultante da fermentacdo da matéria organica,
dessa forma, a reducdo ou eliminacdo da metanogénese pode exigir o

estabelecimento de rota alternativa para evitar o acumulo de H, mantendo o



adequado funcionamento do ramen (WEIMER, 1998).

Dentre as estratégias utilizadas para mitigacdo da emissdo do metano
entérico, HOOK et al. (2009), destacou a composicao da dieta (niveis mais elevados
de carboidratos nao estruturais favorecem a producéo de propionato em detrimento
de acetato); defaunacéo; utilizacdo de ionoforos; imunizacdo; e inclusao de &cidos
graxos, acidos organicos, taninos e saponinas na dieta.

O fornecimento de acidos graxos insaturados exerce acdo deletéria sobre as
metanogénicas e protozoarios além de consumir H, pelo processo de
biohidrogenacdo (MacMULLER et al., 1998), esses processos combinados resultam
na reducdo da emissao de metano entérico ruminal, sendo que a intensidade com
qgue ocorre a inibicdo é determinada pelo grau de saturacdo da gordura e a
guantidade suplementada (FIEVEZ et al.,, 2003). GRAINGER & BEAUCHEMIN
(2011) estimaram que, para bovinos, a inclusdo de 10 g de gordura por quilo de
matéria seca na dieta reduz a emissao de metano em 1 g por quilo de matéria seca
consumida.

A mitigacdo da emissdo de metano entérico ruminal requer uma abordagem
integrada, que considere o sistema produtivo, o animal, a microbiota ruminal, e a
dieta. Estratégias de mitigacdo devem ser tracadas visando reducéo na producéo de
H, sem prejudicar a digestibilidade dos alimentos como vias alternativas que utilizem
de H; e/ou inibicdo das arquéias metanogénicas (numero ou atividade) (MARTIN, et
al., 2010).

6. OBJETIVOS

6.1 Gerais
Avaliar os efeitos de fontes lipidicas com perfis de acido graxo distintos sobre
0s aspectos de desempenho, emissdo de metano entérico e qualidade da carne de
novilhos Nelore suplementados e mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha cv.

xaraés no periodo seco.

6.2 Especificos

Avaliar o consumo, digestibilidade, desempenho, emissdo de metano



entérico, caracteristicas da carcaca, qualidade da carne e do perfil de acidos graxos,
parametros da fermentacdo ruminal, fluxo ruminal de particulas, perfil de degradacéo
da fibra e a populagéo microbiana de novilhos nelore recebendo suplementagéo com
fontes lipidicas e mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha cv. xaraés no
periodo seco.
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CAPITULO 2 - CONSUMO, DESEMPENHO, DIGESTIBILIDADE E EMISSAO DE
METANO ENTERICO DE NOVILHOS NELORE EM PASTEJO SUPLEMENTADOS
COM FONTES LIPIDICAS

RESUMO - Objetivou-se avaliar consumo voluntario, digestibilidade,
desempenho e emissdo de metano de novilhos nelore recebendo suplementacao
com fontes lipidicas e mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha cv. Xaraés no
periodo seco. Foram utilizados 45 novilhos Nelore com peso corporal inicial médio
de 442432 kg, distribuidos em 10 piquetes, sendo dois piquetes por tratamento.
Foram avaliadas quatro fontes lipidicas, incluidas em um suplemento energético-
proteico (6leo de palma, 6leo de linhaca, sais de calcio de éleo de soja - Lactoplus®
e soja grao), mais tratamento controle (suplemento sem fonte adicional de gordura).
Os suplementos foram fornecidos diariamente a 1% do peso corporal. O
delineamento adotado foi o inteiramente casualizado, com 5 tratamentos e 2
repeticdes, sendo os piquetes considerados unidades experimentais. O consumo de
matéria seca (MS), matéria organica (MO) e fibra em detergente neutro (FDN) n&o
foram afetados pela inclusédo de lipidios nas dietas. Animais recebendo suplemento
com Oleo de linhaca ou palma apresentaram reducéo na digestibilidade aparente da
FDN (P<0,05). O oleo de linhaca apresentou tendéncia (P<0,10) em reduzir a
emissdo de metano em 38% quando expressa em miligramas de metano por dia por
quilo de peso vivo e gramas de metano por dia por quilo de peso metabdlico. As
fontes lipidicas ndo afetaram o ganho de peso médio dos animais (P>0,05). Desta
forma, a suplementacdo com fontes lipidicas ndo altera o desempenho mas pode ser
alternativa viavel na reducéo da emissdo de metano entérico ruminal, sendo o 6leo

de linhaca a fonte mais eficiente entre as estudadas.

Palavras chave: Brachiaria brizantha, gordura protegida, linhaca, palma, soja gréo,

suplementacao
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1. INTRODUCAO

A producdo de gado de corte em paises de clima tropical é geralmente
relacionada com a exploracédo de pastagens cultivadas e baixos custos de producéo.
Entretanto, 0 aumento da competitividade ndo somente por precos, mas também por
um produto de melhor qualidade, assim como a crescente preocupacdo com a
emissdo dos gases do efeito estufa estdo provocando mudancas no sistema
produtivo de carne bovina no Brasil e no mundo.

Estima-se que o gas metano aumenta, anualmente, a uma taxa de 0,9% na
atmosfera. As emissdes globais desse gas, geradas a partir de processos antrépicos
sdo estimadas em 320 milhdes de toneladas por ano, sendo que 86 milhdes sao
gerados nos processos de fermentacdo entérica (IPCC, 2006a). Varias estratégias
podem ser utilizadas para reduzir a producdo de metano entérico, como a
composicao da dieta, defaunacao, utilizacao de ionoforos, imunizacéao e inclusao de
acidos graxos, acidos organicos, taninos e saponinas na dieta (HOOK et al.,2009).
Dentre essas estratégias destaca-se a incluséo de lipideos na dieta de bovinos de
corte (MARTIN et al, 2010).

O fornecimento de acidos graxos insaturados exerce acao deletéria sobre as
metanogénicas e protozoarios além de consumir H; pelo processo de
biohidrogenacédo (MacMULLER et al., 1998), esses processos combinados resultam
na reducdo da producdo de metano entérico ruminal, sendo que a intensidade com
gue ocorre a inibicdo é determinada pelo grau de saturacdo da gordura e a
guantidade suplementada (FIEVEZ et al., 2003).

Diversos produtos podem ser utilizados como fonte lipidica na suplementacéo
de bovinos, mas poucos estudos tém demostrado quais seus efeitos na emissao de
metano e desempenho animal em sistemas de pastejo. Diante do exposto, esse
trabalho teve como objetivo avaliar consumo, digestibilidade, desempenho e
emissdo de metano entérico de novilhos nelore recebendo suplementacdo com
fontes lipidicas e mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha cv. Xaraés no

periodo seco.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1Local, época e condi¢Bes experimentais

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da UNESP, em uma area de 19 ha de Brachiaria brizantha cv. Xaraés, estabelecida
no inicio de 2009 e dividida em 10 piquetes de 1,9ha. Na ocasido foi realizada
adubacédo de formacao com fésforo (80 kg/ha de P,0s) e potassio (100 kg/ha de
K20). Em novembro de 2009 e marco de 2010 a area recebeu adubacao
nitrogenada (45 kg/ha de N).

O ensaio aconteceu entre 0s meses maio e agosto de 2010. O clima pela
classificacao internacional de Koppen, foi caracterizado como tropical do tipo AWa
com chuvas de verdo e inverno relativamente seco, a altitude local € de 595 m, a
21°15"22” de latitude sul, 48°18"58” de longitude oeste. As médias mensais do
periodo experimental para precipitacdo pluviométrica, temperatura e umidade
relativa do ar estdo demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1. Média dos dados climaticos dos meses de Abril a agosto de 2010,
segundo Estacdo Agroclimatolégica do Departamento de Ciéncias Exatas
da FCAV/UNESP - Jaboticabal.

Més Pressdo Tmax Tmin Tmed UR  Precipitacdo ND Insolacao
(hPa) °C °C °C % (mm) (h)
Abril 944,1 29,6 17,9 22,8 77,3 92,3 11 258,6
Maio 945,8 27,8 13,8 19,6 71,1 7,0 3 258,6
Junho  946,3 26,5 11,5 17,9 68,8 29,7 2 254,8
Julho 946,4 28,6 13,7 20,1 62,5 0,0 0 254,4
Agosto  945,7 30,2 14,9 21,7 56,3 18,4 4 254,3

Pressdo= pressdo atmosférica; Tmax= temperatura maxima; Tmin= temperatura minima; Tmed= temperatura
média; UR= umidade relativa do ar; ND= nimero de dias com chuva

Foram utilizados 45 novilhos Nelore, com peso corporal médio inicial de
442+34kg e 18 meses de idade. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 10
piquetes, sendo 9 animais por tratamento. Para cada tratamento havia um piquete
com 5 animais e um piguete com 4 animais, totalizando dois piquetes por

tratamento. O método de pastejo foi de lotacdo continua com taxa de lotacao fixa.

2.2Descricao dos tratamentos e dietas
Foram avaliados um suplemento controle (suplemento proteico-energético

sem fonte adicional de gordura) e quatro suplementos com fontes adicionais de
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lipidios (6leo de palma, 6leo de linhaga, sais de calcio de dleo de soja - Lactoplus® e
soja grao), totalizando cinco tratamentos. De acordo com descricdo do fabricante o
produto Lactoplus® € uma gordura protegida da degradacédo ruminal, fabricado a
partir de 6leo de soja que passa por um processo de saponificacdo, formando sais
de célcio de acido graxo de cadeia longa. Os niveis de garantia citados sédo: gordura
total 82,0% (min.); calcio 10% (méax.); umidade 5,0% (méx.) e energia liquida de
lactacao de 6,4 Mcal/kg.

Os suplementos foram fornecidos em cocho coberto, diariamente, as 8 horas
e cada piquete possuia cocho com dimenséo linear de 2,7m e largura de 0,65 m. Os
suplementos foram formulados para atingir 10% de extrato etéreo na matéria seca. A
composicao dos ingredientes e nutrientes de cada suplemento estdo expressos na
Tabela 2.

2.3Procedimentos

Na determinacdo do ganho de peso foram realizadas pesagens no inicio do
experimento e a cada 28 dias para ajuste da quantidade de suplemento fornecido.
Os novilhos foram submetidos a jejum prévio (sélido e liquido) de 14 horas, nas
pesagens iniciais e finais.

As estimativas de massa de forragem seguiram o critério de altura média do
dossel forrageiro, determinada utilizando-se régua graduada em centimetros, sendo
medidos 80 pontos aleatérios por unidade experimental. Foram coletadas quatro
amostras de forragem por piquete, sendo o corte feito ao nivel do solo, utilizando um
aro de area de 0,25 m? realizadas mensalmente (25/05; 22/06; 19/07; 19/08). A
cada amostragem foram retiradas duas sub-amostras, utilizadas para determinacao
da composicdo morfolégica (folha verde, colmo+bainha verdes e material
senescente). A proporcdo de cada componente foi expressa em percentagem do
peso total.

A avaliacdo qualitativa da forragem foi realizada no primeiro, e décimo quarto
dias de cada periodo experimental, em todos o0s piquetes, por intermédio de
simulacdo manual de pastejo. As amostras do pastejo simulado foram secas sob

ventilacdo forcada (55°C) e processadas em moinho de facas (1 mm).



18

Tabela 2. Composi¢do centesimal dos ingredientes e nutrientes nos suplementos
com base na matéria seca.

Suplementos
Ingredientes (kg) CO PA LI GP SG
Milho moido 75,5 65,5 65,5 64,5 57
Farelo de soja 20 22 22 22 0
Oleo de palma 0 8 0 0 0
Oleo de linhaga 0 0 8 0 0
Sais de calcio® 0 0 0 9 0
Soja gréao 0 0 0 0 40
Ureia 1,5 1,5 15 15 0
Suplemento mineral? 3 3 3 3 3
Nutrientes
Matéria seca® 88,00 89,00 89,00 89,00 89,00
Matéria organica* 94,24 94,19 94,26 92,04 93,71
Matéria mineral* 5,76 5,81 5,74 7,96 6,29
Proteina bruta* 21,96 21,91 21,35 22,39 22,37
Extrato etéreo” 4,10 10,39 9,38 9,67 11,57
FDN*? 12,60 11,86 14,91 11,76 12,89
CHOT*® 68,18 61,89 63,52 59,99 59,77
CNF*’ 58,39 52,89 51,59 51,15 47,09
Lignina4 1,14 2,31 2,30 2,77 3,02
NDT® 92,15 98,74 96,53 95,27 95,96

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaga, GP=sais de calcio, SG= Soja gréo

1’Lactoplus@; INutcleo comercial Bellman, Bellboi (Ca, 160g; P, 40g; Mg, 5¢g; S, 40g; Na, 160g; Cu, 945mg; Mn,
730mg; Zn, 3500mg; I, 70mg; Co, 56mg; Se, 18mg; F(max) 400mg); 3/Porcentagem; 4/Porcentagem da MS;
*Fibra em detergente neutro; 'carboidratos totais = 100 — (%PB + %EE + %cinzas); "'Carboidratos nao fibrosos
=100 — [(%FDN +%EE +%cinzas)+ (%PB-%PBu)+(%uréia)]; ¥Nutrientes digestiveis totais segundo NRC 2001.

A estimativa do consumo individual foi realizada, em todos os animais, entre o
trigésimo nono e o quadragésimo primeiro dia do periodo experimental. Foram
utilizados dois indicadores, para estimar a producdo fecal e o consumo de pasto.
Como nado foram observadas sobras de suplemento nos cochos o consumo de
suplemento consistiu no total de suplemento fornecido, por piquete. Na estimativa
da producéo fecal utilizou-se a LIPE® (lignina isolada, purificada e enriquecida do
Eucalyptus grandis), fornecido durante cinco dias. Fezes foram coletas nos trés
tltimos dias de fornecimento e amostras compostas de foram enviadas a
Universidade Federal de Minas Gerais para estimar a producdo de matéria seca
fecal a partir de dois métodos de leitura da LIPE® conforme descrito por SALIBA &
ARAUJO (2005).
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O consumo de forragem foi estimado com base nos dados de producgéo fecal
utilizando a FDN indigestivel (FDNi) do pastejo simulado coletado no quadragésimo
primeiro dia do periodo experimental. No calculo do teor de FDNi nas fezes, nas
amostras de pasto e nas de suplementos, foram realizadas incubagdes in situ por
240 horas como sugerido por CASALI et al. (2008) e posterior extracdo com
detergente neutro como descrito por MERTENS (2002).

As amostras de forragem obtidas via simulacdo manual de pastejo,
suplementos e fezes foram avaliados quanto aos teores de MS (934,01), matéria
organica (MO; 942,05) e extrato etéreo &acido (EE; 954,02) de acordo com
recomendagdes da AOAC (1995). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e
fibora em detergente acido (FDA) foram determinados pelos métodos propostos por
VAN SOEST et al. (1991) usando o ANKOM Fiber Analyzer (ANKOM® 2000
Technology Corporation, Fairport, NY). A fracdo proteina bruta (PB) foi obtida pelo
método de combustdo de Dumas utilizando-se o equipamento Leco®, modelo FP-
528 (Leco Corporation, Michigan, USA). As correcbes no tocante aos teores de
cinzas e proteina contidos na FDN e FDA foram conduzidas conforme
recomendacdes de MERTENS (2002) e LICITRA et al. (1996), respectivamente.

Os teores de CNF foram obtidos segundo HALL (2000):

CNF = MO — [EE + FDNcp + (PB — PBu +U)] (2);
em que: CNF = teor de carboidratos nao fibrosos (%); MO = teor de matéria
organica; EE = teor de extrato etéreo (%); FDNcp = teor de fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (%); PB = teor de proteina bruta; PBu = teor
de proteina bruta a partir da uréia (%); U = teor de uréia (%).

A energia bruta (EB) foi determinada em bomba calorimétrica adiabatica
PARR Instruments®. Os valores de energia digestivel (ED) foram obtidos a partir do
coeficiente de digestibilidade da energia bruta (EB). A energia metabolizavel (EM) foi
calculada conforme a férmula descrita por SNIFEN et al., (1992) e NRC (1996):
EM=0,82 ED (2);

A extracdo da gordura para andlise dos acidos graxos nos alimentos foi
realizada de acordo com o método de FOLCH et al. (1957) e de metilacao realizada
de acordo com KRAMER et al. (1997). Os &cidos graxos foram quantificados por

cromatografia gasosa (GC Shimatzu modelo 20-10, com injecdo automatica),
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usando coluna capilar SP-2560 (100 m x 0,25 mm de diametro com 0,02 mm de
espessura, Supelco, Bellefonte, PA). O perfil dos acidos graxos das fontes lipidicas,
suplementos e forragem estéo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Perfil dos &cidos graxos (g/100g de acido graxo) nas fontes lipidicas,
forragem e suplementos

Fontes

PA LI GP SG Forragem
C6:0 (Caproico) 0,15 0,00 3,69 0,00 0,00
C8:0 (Caprilico) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28
C10:0 (Céprico) 3,33 0,00 0,00 0,00 0,39
C12:0 (Laurico) 51,55 0,14 6,71 0,00 0,69
C14:0 (Miristico) 17,13 0,00 0,00 0,00 1,46
C15:0 (Pentadecanoico) 0,00 0,00 0,00 7,54 0,71
C16:0 (Palmitico) 8,46 6,00 0,00 0,00 37,94
C18:0 (Esteérico) 1,68 4,69 18,93 6,90 8,17
C18:1(Oleico) 15,31 20,10 53,35 24,09 37,87
C18:2 (Linoleico) 2,39 13,49 17,32 56,01 9,69
C20:0 (Araquidico) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,05
C18:3 (Linolénico) 0,00 55,58 0,00 5,47 1,05
AGS 82,30 10,83 29,34 14,44 51,01
AGI 17,70 89,17 70,66 85,56 39,30
Suplementos
CO PA LI GP SG
C6:0 (Caproico) 0,00 0,11 0,00 2,70 0,00
C8:0 (Caprilico) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C10:0 (Céprico) 0,00 2,43 0,00 0,00 0,00
C12:0 (Laurico) 0,00 37,66 0,10 4,91 0,00
C14:0 (Miristico) 0,14 12,56 0,04 0,04 0,02
C15:0 (Pentadecanoico) 0,00 0,00 0,00 0,00 5,87
C16:0 (Palmitico) 10,36 8,98 7,18 2,79 2,27
C18:0 (Estearico) 3,68 2,21 4,41 14,83 6,21
C18:1 (Oleico) 21,78 17,06 20,56 44,87 23,55
C18:2 (Linoleico) 48,90 14,92 23,03 25,81 54,43
C18:3 (Linolénico) 4,76 1,27 41,88 1,27 5,34
AGS 46,34 72,62 20,40 33,91 21,49
AGI 53,66 27,38 79,60 66,09 78,51

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaga, GP=sais de célcio, SG= Soja gréo
AGS= acidos graxos saturados; AGI = 4cidos graxos insaturados

Os coeficientes de digestibilidades aparentes (CD) da MS, MO, PB e FDN
foram determinadas de acordo com os valores obtidos para consumo, producao
fecal e composicao da dieta e das fezes, de acordo com a equacao:
CD =(CN-NF)/(CN x 100) (3);
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Em que: CN = consumo do nutriente (kg); NF = nutriente nas fezes (kg).

Na avaliacdo da emissdo de metano foram escolhidos 20 animais (quatro
animais por tratamento, dois animais em cada piquete) dentre os animais utilizados
nas avaliagdes de desempenho. O ar expelido pelos animais foi amostrado por cinco
dias consecutivos, durante 24 horas por dia, a partir do septuagésimo oitavo dia
periodo experimental. A concentracdo basal de SFg e CH,; foram medidas
diariamente com duas cangas localizadas nos piquetes experimentais. Foi utilizada a
técnica de medicdo direta de metano ruminal, usando SFs como gas tracador de
acordo com os métodos descritos por JOHNSON & JOHNSON (1994) e PRIMAVESI
et al. (2004). O fluxo de CH4 produzido pelos animais foi calculado em relacdo ao
fluxo do géas tracador (SF¢) a partir da taxa de permeacao da capsula inserida no
ramen, menos a concentracdo basal de CH,4 presente no ar (WESTBERG et al.,
1998):

Qcns =Qsrs *([CH, ], —[CH, ], )/[SF] (4);

onde: Q.,, = taxa de emissdo de metano pelo animal; Qs = taxa conhecida de
emiss&o de SFs; [CH, ], = concentracdo de metano na canga; [CH, |, = concentragdo

de metano no branco e [SF, ] = concentracéo de hexafluoreto de enxofre na canga.

2.4Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado , empregando-se o
piquete como unidade experimental nas avaliacbes de consumo , digestibilidade,
medicdo de metano e desempenho . Os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo procedimento PROC MIXED do SAS (2004). As médias ajustadas
foram comparadas através do teste de Tukey. Diferencas entre os tratamentos foram
consideradas significativas quando P<0,05 e tendéncias foram discutidas a P<0,10.

Nas avaliacGes de consumo , digestibilidade e desempenho o peso corporal
inicial foi utilizado como covariavel O modelo estatistico utilizado foi:

Yij=p + Ti+p1 +¢ij €ij~iidN(0,02)

onde: Yij=consumo, digestibilidade e ganho de peso pertencente ao
tratamento i do piquete j; y=média geral; Ti=efeito do tratamento i (i = 1, 2, 3, 4, 5);

Bl=covariavel peso corporal inicial (Pl); €ij= erro experimental (j=1,2).
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Na avaliacdo da emissdo de metano entérico foi utilizado o seguinte modelo
estatistico:

Yij = p + Ti + €ij €ij~iidN(0,02)
onde: Yij = emissdo de metano entérico pertencente ao tratamento i do piquete j ;
p=meédia geral; Ti=efeito do tratamento i (i = 1, 2, 3, 4, 5); ¢€ij= erro experimental
(4=1,2).

Nos dados de caracterizacdo da forragem utilizou-se uma analise de variancia
com medidas repetidas no tempo, empregando o0 piquete como unidade
experimental, pelo procedimento MIXED de SAS (2004), utilizando a opcao
repeated. Foi utilizado um modelo que incluiu o efeito do tratamento, més avaliado e
interagao més*tratamento, conforme descrito abaixo:

Yijk = g + Ti + Pj + (TP)ij +¢ijk €ijk~iidN(0,02)

onde: Yijk=caracteristicas da forragem pertencente ao tratamento i no periodo
j do piquete k; y=média geral; Ti=efeito do tratamento i (i = 1, 2, 3, 4, 5); Pj=efeito do
periodo j (=1, 2, 3, 4); (TP)ij = efeito da interacdo entre o tratamento i no periodo j;
cijk=erro experimental (k=1,2).

Diferentes estruturas de matrizes de variancias e covariancias para o residuo
foram testadas visando determinar a estrutura que melhor ajustasse para cada
caracteristica. As matrizes para cada variavel foram escolhidas de acordo com o
critério BIC (Bayesian Information Criteria), sendo que o menor valor de BIC foi

usado como critério de escolha.

3. RESULTADOS

N&do foram observadas interacdes significativas entre os tratamentos e 0s
meses avaliados para as variaveis relacionadas a pastagem. A altura do pasto foi
maior (P<0,05) no més de maio (35cm) e se manteve estavel nos demais periodos
experimentais com média de 27cm . A massa de forragem total e de material
senescente aumentou ao longo do tempo (P<0,05). A quantidade de folhas foi menor
(P<0,05) no més de agosto em comparacdo a maio e junho, enquanto que a
proporcao folhas decresceram (P<0,05) com o avanco dos meses. A oferta de MS

foi a mesma (P>0,05) nos periodos avaliados, porém a oferta de folha foi maior
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(P<0,05) nos meses de maio e junho em relacdo a agosto, consequéncia do
aumento (P<0,05) na proporcdo de material senescente no final do periodo
experimental e na diminuicdo (P<0,05) da relacdo entre material verde e material

senescente nos dois ultimos meses.

Tabela 4. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para altura do pasto (Altura), massa
seca de forragem (MS), massa seca de folhas (Folha), massa seca de
colmo (Colmo), massa seca do material morto (morto), composicao
botanica, relacdo folha:colmo, relacdo material verde:morto oferta de
matéria seca e oferta de folhas (kgMS/kg peso vivo) dos pastos de capim-
xaraés, durante o periodo experimental.

Mes EPM  Valor-P
Maio Junho Julho Agosto

Altura, cm 34,75a 28,88b 26,28b 25,46b 0,876 <0,001
MS, t/ha 11,54b 13,18ab 12,69ab 13,90a 0,558 0,047
Folha, t/ha 3,18a 2,83a 2,49ab 1,68b 0,178 <0,001
Colmo, t/ha 4,15ab 5,08a 3,48b 3,24b 0,278 0,010
Morto, t/ha 4,22c 5,27bc 6,72b 8,98a 0,421  <0,001
Folha, (%) 27,76a 21,62b 19,13b 12,18¢c 0,123 <0,001
Colmo, (%) 35,98a 38,25a 27,83b 23,32b 0,156 <0,001
Morto, (%) 36,26¢C 40,13c 53,05b 64,5a 0,204 <0,001
Folha:Colmo 0,78a 0,58b 0,71ab 0,52b 0,089 <0,001
Verde:Morto 1,83a 1,57a 0,99b 0,57b 0,116  <0,001
Oferta MS, kg/kgPV 6,00 6,47 6,11 6,33 0,379 0,659
Oferta folha, kg/kgPV 1,65a 1,39a 1,22ab 0,77b 0,113 <0,001

Médias seguidas pela mesma letra minlUscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. EPM= Erro padrédo da média. Cortes de amostras realizados em: 25/Maio; 22/Junho; 19/Julho e
19/Agosto

Na composicdo do pastejo simulado, apresentado nas Tabelas 5 e 6, ndo
foram observadas interacGes significativas entre os tratamentos e 0s meses
avaliados. O teor de MS aumentou ao longo do tempo (P<0,05) enquanto que o teor
de proteina decresceu (P<0,05) no decorrer do periodo experimental. A quantidade
de FDN, FDNcp e EE manteve-se inalterada (P>0,05) e a de FDA foi superior
(P<0,05) apenas no més de agosto (Tabela 5). A proteina insolivel em detergente
acido (PIDA) expressa em relacao a quantidade de PB foi maior (P<0,05) no més de

Agosto em relacdo aos demais periodos avaliados.
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Tabela 5. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para Composicdo quimica de
amostras do pastejo simulado do capim-xaraés entre Maio e Agosto de

2010
_ Mes EPM  Valor-P
Maio Junho Julho Agosto

MS, % 32,68d 42.59¢ 50,01b 61,55a 1,260  <0,001
MO, %" 90,99 90,79a 89,66b 89,75b 1,136  <0,001
PB, %* 14,25a 13,06b 11,37c 8,66d 0,190  <0,001
FDN, %* 58,05 58,52 57,07 58,48 0,593 0,218
FDNcp, %* 52,28 51,67 50,72 51,48 0,871 0,663
FDA, %! 29,43b 29,34b 29,90b 32,95a 0,344  <0,001
Lignina, %" 5,02b 5,07b 6,84a 8,44a 0,309  <0,001
EE, %' 3,20 3,67 3,73 2,93 0,325 0,659
PIDA, %? 11,82b 11,93b 14,03b 17 ,45a 0,653  <0,001

"9 da MS; “% da PB; de probabilidade. MS=matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN=
fibra em detergente neutro; FDNcp= FDN corrigida para cinzas e proteina; EE= extrato etéreo; PIDA proteina
insollvel em detergente acido. Pastejo simulado realizado em: 24/Maio; 11 e 22/Junho; 9 e 27/Julho e 19/Agosto.
Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Na comparacdo da composicdo das amostras do pastejo simulado entre os
piquetes destinados a cada suplemento (Tabela 6) ndo foi observada diferenca
significativa (P>0,05) para MS, MO, FDNcp, lignina, EE e PIDA.

Tabela 6. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para Composi¢do quimica do pastejo
simulado do capim-xaraés nos piquetes destinados a cada tratamento

Suplemento EPM  Valor-P
co PA LI GP SG

MS, % 46,38 4631 4433 4804 4849 1409 0,279
MO, %? 90,28 9028 90,23 90,12 9058 0153 0,325
PB, %' 11,25b 12,07ab 11,74ab  12,25a 11,83ab 0,212 0,035
FDN,%'  59,07a 5894a 5795ab 56,35b 57,8lab 0593 0,028
FDNcp, %' 51,87 5146 5093 4945 528 0940 0,180
FDA, %'  31,39a 30,95a 3048ab 29,22b 2998ab 0,385 0,007
Lignina, %' 6,52 6,72 6,38 6,05 605 0346 0,502
EE, %" 342 3,02 3,24 3,55 336 0246 0,459
PIDA, %’ 1534 1328 1412 1301 1329 0,669 0,117

T06 da MS; “% da PB; MS=matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN= fibra em detergente
neutro; FDNcp= FDN corrigida para cinzas e proteina; FDA = fibra em detergente &cido; EE= extrato etéreo;
PIDA proteina insolivel em detergente acido. CO= Controle, PA= dleo de palma, L= Oleo de linhaca,
GP=Gordura protegida, SG= Soja grdo, EPM = Erro padrdo da média. Pastejo simulado realizado em: 24/Maio;
11 e 22/Junho; 9 e 27/Julho e 19/Agosto. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha nédo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A quantidade de PB foi maior (P<0,05) no pastejo simulado dos piquetes que
alojavam os animais do tratamento GP em relagcdo aos piquetes destinados ao
suplemento controle. O teor de FDN e FDA foi maior (P<0,05) no pastejo simulado
dos piquetes destinados aos suplementos controle e com 6leo de Palma quando
comparados com gordura protegida.

O consumo de matéria seca total (MST), matéria seca de pasto (MSP), MO,
PB, FDN, EB, energia digestivel (ED), energia metabolizavel (EM) e NDT n&o foram
afetados com a incluséo de lipidios nas dietas. O consumo de EE foi maior (P<0,05)
nas dietas com fontes suplementares de lipidios. Animais que receberam
suplemento com 6leo de palma apresentaram maior (P<0,05) consumo de acidos
graxos saturados (AGS) enquanto que o0s suplementados com soja grao
consumiram mais (P<0,05) acidos graxos insaturados (AGI; Tabela 7).

Tabela 7. Médias de minimos quadrados, erro padrao da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para consumo de matéria seca total
(MST), matéria seca de pasto (MSP) e consumo dos nutrientes de novilhos
Nelores sob pastejo em pastagem de capim-xaraés, durante o periodo
seco de 2010

Tratamentos

Consumo o PA T GP SG EPM Valor-P
MS total, Kg/dia 11,49 11,64 11,04 12,02 12,82 0,576 0,394
MS pasto, Kg/dia 6,70 6,98 6,09 7,14 7,93 0,593 0,406
MS (%PV) 2,33 2,46 2,20 2,39 2,52 0,125 0,487
MO, Kg/dia 10,54 10,66 10,14 10,91 11,78 0,526 0,398
PB, Kg/dia 1,79 1,81 1,76 2,02 1,97 0,072 0,174
FDN, Kg/dia 4,594 4,540 4,378 4,744 5,386 0,174 0,081
FDN (%PV) 0,934 0,963 0,874 0,946 1,062 0,042 0,192
EE, Kg/dia 0,42b 0,74a 0,65a 0,71a 0,81a 0,027 0,003
AGS, Kg/dia 0,21bc  0,49a 0,19c 0,28b  0,25bc 0,013 0,001
AGI, Kg/dia 0,19c 0,23c 0,44b 0,41b 0,54a 0,013 0,001
EB, Mcal/dia 48,95 51,08 47,75 52,48 55,59 2,313 0,295
ED, Mcal/dia 30,28 32,41 26,67 32,42 33,61 1,708 0,181
NDT, Kg/dia 6,87 7,35 6,05 7,35 7,62 0,387 0,181

MS = matéria seca; MO= matéria organica; PB= proteina bruta; FDN= fibra em detergente neutro; EE = extrato
etéreo; AGS = &cidos graxos saturados; AGI = &cidos graxos insaturados; EB=energia bruta; ED=energia
digestivel; EM=energia metabolizavel; NDT = nutrientes digestiveis totais. CO= Controle, PA= 4leo de palma, LI=
Oleo de linhaga, GP=Gordura protegida, SG= Soja gréo. Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem
entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Animais suplementados com 0leo de linhaca apresentaram reducao (P<0,05)
na digestibilidade aparente da MS e MO em relagdo aos tratamentos com gordura
protegida e soja grdo. A PB apresentou digestibilidade menor nos animais
suplementados com 6leo de linhaca quando comparado com palma e gordura
protegida. Os 6leos de palma e linhaca interferiram negativamente na digestibilidade
da FDN (P<0,05) (Tabela 8).

Tabela 8. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para digestibilidade aparente total da
matéria seca e dos nutrientes em novilhos Nelores sob pastejo em
pastagem de capim-xaraés, durante o periodo seco de 2010

Tratamentos

Digestibilidade o BA T cp SG EPM  Valor-P
CDMS 59,77ab 59,66ab 55,04b 60,47a 61,52a 0,813 0,024
CDMO 64,58ab 64,12ab 60,71b 66,08a 66,06a 0,744 0,027
CDPB 60,87b  68,00a 61,88b 68,33a 64,19ab 0,964 0,016
CDFDN 59,23a  46,071b  48,45b  61,69a 61,96a 1,177 0,002

CDMS-=coeficiente de digestibilidade da matéria seca; CDMO= coeficiente de digestibilidade da matéria organica;
CDPB= coeficiente de digestibilidade da proteina bruta; CDFDN= coeficiente de digestibilidade da fibra em
detergente neutro. CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaga, GP=Gordura protegida, SG= Soja
gréo. Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

O ganho de peso médio diario e a emissao de metano entérico, expressa em
quilos de metano por ano (KgCH.ano), gramas de metano por dia (gCHJ/dia),
miligramas de metano por dia por quilo de peso vivo (mg CH4/dia/KgPV), gramas de
metano por dia por quilo de peso metabélico (g CH4.dia/PV®™), quilo de metano por
quilo de ganho (KgCH4/KgGAN), gramas de metano por quilo de MS ingerida (g
CH4Kg MSI) e energia perdida na forma de metano (CH4(%CEB)), néo
apresentaram efeito de tratamento (P>0,05) (Tabela 9). Verificou-se porém,
tendéncia (P<0,10) de reducdo na emissdo de metano expressa em mg/dia/KgPV e
g/dia/KgPV®"®, em que o suplemento com 6leo de linhaca reduziu a emisséo de

metano em 38% em relacdo ao tratamento controle.
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Tabela 9. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para ganho médio diario e emisséo

de metano
Tratamentos EPM  Valor-P
CO PA LI GP SG

GMD 0,596 0,574 0,655 0,581 0,594 0,051 0,797
KgCH4/ano 41,51 41,11 25,62 37,19 30,10 4,820 0,217
gCH,/dia 113,73 112,64 70,18 101,88 82,47 13,226 0,217
mg CHJ/dia/KgPV 238,65 228,52 147,04 208,54 180,85 16,706 0,054
g CHJ/dia/KgPV®™ 1,12 1,08 0,69 0,98 0,84 0,001 0,087
KgCH4/KgGAN 0,24 0,24 0,14 0,23 0,18 0,034 0,304
g CH4/KgMSI 9,51 9,91 7,26 8,74 6,61 0,882 0,161
CH, (%CEB) 3,39 3,36 2,48 2,89 2,27 0,311 0,157

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaca, GP=Gordura protegida, SG= Soja grdo. GMD = ganho
médio diario; KgCH4/ano = quilos de metano emitidos por ano; gCH./dia = gramas de metano emitidos por dia;
mg CHJ/dia/KgPV = miligramas de metano emitidos por dia por quilo de peso vivo; g CH..dia/PV®" = gramas de
metano emitidos por dia por quilo de peso metabdlico; KQCH4#/KgGAN = quilo de metano emitido por quilo de
ganho de peso corporal; g CH4/KgMSI = gramas de metano por quilo de MS ingerida; CH4(%CEB) = energia
perdida na forma de metano em relacéo ao consumo de energia bruta (CEB). Médias seguidas pela mesma letra
minudscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4. DISCUSSAO

A massa de forragem foi em média 12,8 t MS/ha, sendo que o0 més de agosto
apresentou a maior massa. EUCLIDES et al., (2008) verificaram valores bem
menores de massa média de forragem em pastagem de Brachiaria brizantha cv.
Xaraés, de 3,9 t MS/ha no periodo de maio a setembro. A altura do dossel foi
mantida entre 35 e 25 cm, com lotacdo média em todo periodo de 2,4 UA/ha.

Os consumos de matéria seca total, matéria seca de pasto, matéria seca de
suplemento ndo foram afetados pela inclusdo de lipidios nas dietas. Observou-se
porém uma tendéncia (P=0,08) de aumento no consumo de FDN no tratamento com
soja grdao. O consumo dos &cidos graxos saturados e insaturados diferiram de
acordo com o perfil de cada fonte e suplemento, fontes com perfil mais saturado
(palma) proporcionaram maior consumo de AGS, enquanto que as fontes ricas em
AGI (linhaca, gordura protegida e soja gréo) elevaram o consumo destes acidos.

Os efeitos no consumo de MS com a inclusédo de lipidios na dieta pode ser
atribuido ao aumento da concentracdo sérica de acidos graxos insaturados que
ativam receptores do centro da saciedade localizados no hipotalamo, inibindo o
apetite e reduzindo o consumo (ALLEN, 2000; OBICI et al., 2002). Deste modo,
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fontes que contém maiores concentracdes de AG insaturados seriam mais
prejudiciais ao consumo enquanto fontes mais saturadas causariam menos efeitos.

O maior efeito de fontes de gordura insaturadas no consumo voluntario nao foi
completamente confirmado por ALLEN (2000), que compilou os resultados de
experimentos que utilizaram diferentes fontes lipidicas na dieta de vacas lactantes
com o objetivo de avaliar seus efeitos no consumo de matéria seca. As fontes foram
divididas em quatro categorias: Sementes de oleaginosas, gordura animal nao
processada, acidos graxos e triglicerideos hidrogenados, e sais de calcio de 6leo de
palma. A inclusdo de sais de calcio resultou na redu¢cdo do CMS em 11 das 24
comparacdes. Entretanto, reducdes numéricas foram observadas em mais de 90%
dos experimentos. De acordo com esse relato as outras fontes lipidicas
apresentaram efeitos inconsistentes com relagcdo ao consumo de MS, sendo que em
poucas observacOes foram verificadas reducdes na ingestdo, corroborando os
resultados encontrados neste trabalho.

Outro fator que pode contribuir com a reducao da ingestao é a diminuicdo na
digestibilidade da FDN. O acumulo de fibra causa distensdo na parede do rimen e
reticulo. Receptores na camada muscular da parede sdo estimulados e enviam
sinais ao centro de saciedade no hipotalamo, contribuindo para que o animal finalize
sua refeicdo (ALLEN, 1996). Embora se tenha observado reducbes na
digestibilidade da FDN com os 6leos de linhaca e palma, ndo foram verificados
efeitos no consumo de MS e de nutrientes.

Efeitos deletérios nas taxas de fermentacdo ruminal sdo geralmente
relacionados ao grau de insaturacdo dos acidos graxos, uma vez que 0s acidos
graxos polinsaturados sdo mais toxicos aos microrganismos ruminais (JENKINS,
1993). Espera-se portanto, que fontes com acidos graxos de perfil mais saturado
(6leo de palma) e fontes parcialmente inertes (gordura protegida) sejam menos
prejudiciais a digestibilidade da fibra e ao consumo, o que nao foi verificado neste
estudo, pois o 6leo de palma reduziu a digestibilidade da fibra da mesma forma que
uma fonte rica em AG insaturados (6leo de linhaca).

Efeitos negativos no consumo ou na digestibilidade da fibra com a utilizacdo
de 6leo de linhaca na dieta de ruminantes também foram observados por
BROUDISCOU et al. (1994), MARTIN et al. (2008) e EUGENEA et al. (2011).
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MANSO et al. (2006) também observaram efeito depreciativo na
digestibilidade da FDN com o aumento da inclusdo de 6leo de palma na dieta de
cordeiros. OTARU et al. (2010) que utilizaram niveis (0 a 16%) de 6leo de palma na
dieta de caprinos verificou efeito linear decrescente no consumo de MS.

A emisséo calculada de metano entérico foi de 41 kg/ano na dieta controle.
Esse valor foi inferior ao relatado pelo IPCC (2006b; citado por CEDERBERG et al.,
2009) que estimou uma producdo média de 61 kg CHs/ano para bovinos machos
(450 kg PV) na América Latina. A emissdo em gramas de metano por quilo de
matéria seca consumida foi de aproximadamente 10g na dieta controle, valor esse
inferior ao observado na maioria dos estudos com gado de corte utilizando a técnica
do gas tracador SFs. CANESIN (2009) suplementou novilhos Nelore em pastagem
de Brachiaria brizantha cv. Marandu e encontrou valores de emisséo de 22,7 e 40,4
gCHs/kg MS consumida nos meses de setembro e novembro, respectivamente.
HULSHOF et al. (2012) apresentaram valores de emissdo de 18g CHs/kgMS em
dietas de confinamento com relagdo cana-de-agucar.concentrado de 60:40 enquanto
HART et al. (2009; 100:0 forragem:concentrado) reportaram emissao de 25 ¢
CHJ/kgMS.

Embora ndo se tenha observado diferencas significativas na emissdo de
metano entérico entre os tratamentos, verificou-se tendéncia (P=0,05 e P=0,09) de
reducdo quando a emissdo foi expressa em mg/dialkg PV e g/dialkg PV®",
respectivamente. A inclusdo de 6leo de linhaca diminuiu a emissdo do metano em
torno de 38% em relacéo a dieta sem fonte suplementar de lipidio. Esta reducao foi
semelhante aos 33% observado por CHUNG et at. (2011) e superior aos 27%
observado por MARTIN et al. (2008) e 18% observado por BEAUCHEMIN et al.
(2009), todos utilizando linhaca como fonte lipidica e silagem de milho como
forragem.

Todas as dietas com fontes lipidicas continham, em média, 34 g de lipidio
adicional por quilo de MS e a reducdo na emissdo de metano nos animais
suplementados com 6leo de linhaca foi de 4 g por quilo de MS ingerida, ou seja,
houve reducédo de 1,15 g de metano por quilo de MS ingerida para cada 10 g de
lipidio suplementar na dieta. Esse valor corrobora os resultados encontrados por
GRAINGER & BEAUCHEMIN (2011) que em trabalho de meta-analise avaliaram o
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efeito de diferentes fontes lipidicas na emissdo de metano e concluiram que, para
bovinos, um aumento 10 g de gordura por kg de matéria seca na dieta reduz a
emissao de metano em 1 g por quilo de matéria seca ingerida. A reducao percentual
foi de 12,6% para cada 1% de lipidio adicionado. As outras fontes avaliadas néo
apresentaram reducao (P>0,10) na emissdo de metano entérico em comparagcao a
dieta controle.

A efetividade do 6leo de linhaca em reduzir a emissdo de metano entérico
depende do tipo de forragem utilizada (CHUNG et al., 2011), pois dietas ricas em
fibra sdo capazes de elevar as taxas de lipélise e hidrogenacdo (JENKINS, 1993)
mantendo mais baixas as concentracfes de &acidos graxos livres insaturados e
diminuindo assim a toxicidade aos microrganismos causada pela gordura adicionada
(BROUDISCOU, 1994; BETEMAN & JENKINS, 1998).

A inibicdo da emissdo de metano no rimen com a inclusdo de lipidios pode
ser devido a reducédo na disponibilidade de H, que € utilizado nos processos de
biohidrogenagédo. Entretanto, a contribuicdo do H, adicionado aos acidos graxos
insaturados € provavelmente minima, uma vez que uma propor¢ao muito pequena (1
a 2%) do H, metabdlico é utilizado na biohidrogenacdo ruminal (CZERKAWSKI,
1972).

De acordo com MORGAVI et al. (2010) a mitigacdo da metanogénese ruminal
pode ser alcancada através do decréscimo no suprimento de H, as metanogénicas
obtido com o favorecimento da producdo de propionato e/ou diminuicdo no nimero
de protozoarios, que sédo produtores de H,. Assim, pode-se especular que neste
trabalho, a acdo direta dos acidos graxos do Oleo de linhaca na populacao
microbiana foi responsavel pela reducdo na emissdo desse gas em relacdo aos
animais que receberam suplementacdo sem fonte de lipidios.

Suplementos ricos em acidos graxos polinsaturados como linoleico e
linolénico possuem efeito negativo na producdo de metano no rimen (MARTIN et
al., 2010). Os animais suplementados com 6leo de linhaca consumiram, em média,
195 g de acido linoleico e linolénico diariamente. Isso representa mais que o dobro
do consumo desses acidos nos suplementos controle, palma e gordura protegida
(em média 80 g/dia). Somente o suplemento com soja grao proporcionou consumo

de C18:2 e C18:3 superior a linhaca (215 g/dia), e embora a emissdo de metano
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tenha sido inferior a dos animais recebendo 6leo de linhaca animais suplementados
com soja gréo emitiram 27% menos metano que 0s animais que nao receberam
fonte lipidica adicional no suplemento.

A eficacia do 6leo de linhaca em reduzir a metanogénese ruminal é
consistente na literatura, EUGENEA et al. (2008), BEAUCHEMIN, et al. (2009) e
MARTIN et al. (2010) também encontraram reducdo na emissdo com a utilizagéo

dessa fonte em animais confinados.

5. CONCLUSOES

A adicdo de fontes lipidicas no suplemento de novilhos Nelore em pastejo ndo
altera o consumo e o desempenho, no entanto, a digestibilidade da fibra é reduzida
com a inclusédo de 6leo de palma ou linhaca, e o 6leo de linhaca possui potencial

para reduzir a emissdo de metano entérico.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DA CARCACA, QUALIDADE E PERFIL DE ACIDOS
GRAXOS DA CARNE DE NOVILHOS NELORE TERMINADOS EM PASTEJO E
SUPLEMENTADOS COM FONTES LIPIDICAS

RESUMO - O trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade da carne, da
carcaca e o perfil de acidos graxos na carne e na gordura de novilhos Nelore
recebendo suplementacdo com diferentes fontes lipidicas e mantidos em pastagem
de Brachiaria brizantha cv. Xaraés no periodo seco . Foram utilizados 45 novilhos
Nelore com peso corporal inicial médio de 442+32 kg, distribuidos em 10 piquetes,
sendo dois piquetes por tratamento. Foram avaliadas quatro fontes lipidicas,
incluidas em um suplemento energético-proteico (6leo de palma, 6leo de linhaca,
sais de calcio de Oleo de soja - Lactoplus® e soja grao), mais tratamento controle
(suplemento sem fonte adicional de gordura). Os suplementos foram fornecidos
diariamente a 1% do peso corporal. O delineamento adotado foi o inteiramente
casualizado, com 5 tratamentos e 2 repeticbes, sendo os piquetes utilizados como
unidades experimentais. As fontes lipidicas incluidas no suplemento nao alteraram
(P>0,05) o ganho médio diario, rendimento de carcaca, rendimento de dianteiro,
rendimento de traseiro, rendimento de ponta de agulha, perda por resfriamento, area
de olho de lombo, area de olho de lombo por 100Kg de carcaca ou espessura de
gordura subcutanea. A forca de cisalhamento, perdas por coccdo e comprimento de
sarcomero, painel sensorial e coloracdo também néo diferiram (P>0,05) entre os
animais que receberam os diferentes suplementos. O 6leo de palma elevou (P<0,05)
0s niveis dos acidos laurico e miristico. Embora néo se tenha constatado diferencas
significativas (P>0,05) entre as relacbes acidos graxos insaturados:acidos graxos
saturados (AGI:AGS) e acidos graxos polinsaturados:acidos graxos saturados
(AGP:AGS) observou-se uma tendéncia (P<0,10) da soja grdo em elevar a relacéo
AGI:AGS na gordura. A inclusdo de 6leo de linhaca na dieta elevou (P<0,05) os
niveis de CLA na carne e na gordura, com valores de 0,9 e 1,9 gramas de CLA por
100 gramas de acido graxo, respectivamente. A relagdo w-6:w-3 encontrada na
carne apresentou-se dentro do recomendado (menor que 4), exceto nos animais
suplementados com gordura protegida onde se constatou uma relacdo de 4,9.

Alteracbes desejaveis na quantidade de CLA na carcaca sdo alcancadas com a
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incluséo de 6leo de linhaca.

Palavras chave: &cido linoleico conjugado (CLA), Brachiaria brizantha, gordura

protegida, linhaca, palma, soja grao, suplementacéo
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1. INTRODUCAO

Os sistemas produtivos de carne bovina no Brasil e no mundo vém
enfrentando desafios no tocante a melhoria da qualidade do produto destinado a um
mercado consumidor cada vez mais exigente. HOCQUETTE et al. (2012) definiram
qualidade de carne como sendo as caracteristicas intrinsecas (cor, aparéncia,
maciez, suculéncia, sabor e propriedades nutricionais) e extrinsecas (bem estar
animal, sequestro de carbono, preco, rastreabilidade) da carne que satisfazem os
consumidores.

Além dos aspectos sensoriais, observa-se crescente atencdo aos aspectos
nutricionais da carne e da gordura de ruminantes, que tipicamente contém altas
proporcdes de acidos graxos saturados (40-60%) e pequenas quantidades de acidos
graxos polinsaturados (5%), encorajando consumidores a diminuir o consumo de
carne bovina (SCOLLAN et al., 2006). Portanto, a comprovacao cientifica dos
aspectos nutricionalmente positivos da carne de ruminantes pode se tornar
ferramenta fundamental para que o consumidor possa avaliar os pros e os contras
deste produto, que € de grande importancia na economia do pais.

Desta forma, observa-se uma crescente demanda na pesquisa cientifica no
tocante a manipulacdo das dietas dos animais com o objetivo de aumentar o
contetdo de acidos graxos polinsaturados, em particular os da série 6mega-3 e 0
acido linoleico conjugado nos produtos carneos (MOLONEY et al., 2012). A
suplementacdo com fontes lipidicas ricas em acido linoleico e linolénico é uma das
estratégias que podem ser usadas para alcancar niveis mais elevados das gorduras
consideradas benéficas a saude humana.

Diversos produtos ricos em gordura podem ser utilizados na dietas de
ruminantes, como 0leos vegetais, sementes oleaginosas, gordura animal e sais de
célcio de &cidos graxos (gordura protegida). Porém, poucos estudos tém
demostrado ou discernido entre elas quais seus efeitos na qualidade da carne e
perfil de acidos graxos quando fornecidos a animais em sistemas de pastejo.

Diante do exposto esse trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas

da carcaca e qualidade da carne e do perfil de acidos graxos em novilhos Nelore
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recebendo suplementacdo com diferentes fontes lipidicas durante a terminagédo e

mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha cv. Xaraés no periodo seco.

2. MATERIAL E METODOS

2.1Local, época e condi¢Bes experimentais

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da UNESP, em uma area de 19ha de Brachiaria brizantha cv. Xaraés, estabelecida
no inicio de 2009 e dividida em 10 piquetes de 1,9ha. Na ocasido foi realizada
adubacédo de formacao com fésforo (80 kg/ha de P,0s) e potassio (100 kg/ha de
K20). Em novembro de 2009 e marco de 2010 a area recebeu adubacao
nitrogenada (45 kg/ha de N).

O ensaio aconteceu entre 0s meses maio e agosto de 2010. O clima pela
classificacao internacional de Koppen, foi caracterizado como tropical do tipo AWa
com chuvas de verdo e inverno relativamente seco, a altitude local é de 595 m, a
21°15"22” de latitude sul, 48°1858” de longitude oeste.

Foram utilizados 45 novilhos Nelore, castrados aos 8 meses de idade, com
peso corporal médio inicial de 442+34kg e 18 meses de idade. Os animais foram
distribuidos em 10 piquetes, sendo 9 animais por tratamento. Para cada tratamento
havia um piquete com 5 animais e um piquete com 4 animais, totalizando dois
piquetes por tratamento. O método de pastejo foi de lotacdo continua com taxa de
lotacao fixa.

Antes do inicio do experimento os animais foram mantidos na mesma area
recebendo suplementacéo lipidica, a 0,5% do peso corporal, durante o periodo de
recria (242 dias). Os animais permaneceram nos mesmos tratamentos (fontes
lipidicas) durante toda fase de recria e terminacao. Foi realizada uma adaptacao de
30 dias a nova formulagcéo e quantidade dos suplementos, sendo que 0 aumento no
fornecimento foi realizado de forma gradual, até atingir 1,0% do peso corporal em

suplemento por dia.

2.2Descricao dos tratamentos e dietas
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Foram avaliados um suplemento controle (suplemento proteico-energético
sem fonte adicional de gordura) e quatro suplementos com fontes adicionais de
lipidios (6leo de palma, 6leo de linhaga, sais de célcio de dleo de soja - Lactoplus® e
soja grao), totalizando cinco tratamentos. De acordo com descricdo do fabricante o
produto Lactoplus® € uma gordura protegida da degradacdo ruminal, fabricado a
partir de 4cidos graxos de 6leo de soja através de um processo de saponificacéao,
formando sais de célcio de &cido graxo de cadeia longa. Os niveis de garantia
citados séo: gordura total 82,0% (min.); célcio 10% (max.); umidade 5,0% (méax.) e
energia liquida de lactacao de 6,4 Mcal/kg.

Os suplementos foram fornecidos em cocho coberto, diariamente, as 8 horas
e cada piquete possuia um cocho com dimenséo linear de 2,7m e largura de 0,65 m.
Os suplementos foram formulados para atingir 10% de extrato etéreo na matéria
seca, e a composicdo dos ingredientes e nutrientes de cada suplemento estdo

expressos na Tabela 1.

2.3Procedimentos

As amostras dos suplementos foram avaliados quanto aos teores de MS
(934,01), matéria organica (MO; 942,05) e extrato etéreo acido (EE; 954,02) de
acordo com recomendacdes da AOAC, (1995). Os teores de fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram determinados pelos métodos
propostos por VAN SOEST et al. (1991) usando o0 ANKOM Fiber Analyzer (ANKOM®
2000 Technology Corporation, Fairport, NY). A fracdo proteina bruta (PB) foi obtida
por condutividade térmica utilizando-se o equipamento Leco®, modelo FP-528 (Leco
Corporation, Michigan, USA).

Os teores de CNF foram obtidos segundo HALL (2000):
CNF = MO - [EE + FDNcp + (PB — PBu +U)] (2);
em que: CNF = teor de carboidratos néo fibrosos (%); MO = teor de matéria
organica; EE = teor de extrato etéreo (%); FDNcp = teor de fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (%); PB = teor de proteina bruta; PBu = teor
de proteina bruta a partir da uréia (%); U = teor de uréia (%).

A extracdo da gordura dos alimentos foi realizada de acordo com o método de
FOLCH et al. (1957) e de metilacao realizada de acordo com KRAMER et al., (1997).
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Os acidos graxos foram quantificados por cromatografia gasosa (GC Shimatzu
modelo 20-10, com injecdo automatica), usando coluna capilar SP-2560 (100 m x
0,25 mm de didmetro com 0,02 mm de espessura, Supelco, Bellefonte, PA). O perfil
dos acidos graxos das fontes lipidicas, suplementos e forragem sé@o apresentados
na Tabela 2.

Tabela 1. Composi¢cao centesimal dos ingredientes e nutrientes nos suplementos
com base na matéria seca.

Suplementos

Ingredientes (kg) CO PA LI GP SG
Milho moido 75,5 65,5 65,5 64,5 57
Farelo de soja 20 22 22 22 0
Oleo de palma 0 8 0 0 0
Oleo de linhaca 0 0 8 0 0
Sais de célcio® 0 0 0 9 0
Soja gréao 0 0 0 0, 40
Ureia 1,5 1,5 1,5 1,50 0
Suplemento mineral? 3 3 3 3 3
Nutrientes

Matéria seca® 88,00 89,00 89,00 89,00 89,00
Matéria organica* 94,24 94,19 94,26 92,04 93,71
Matéria mineral* 5,76 5,81 5,74 7,96 6,29
Proteina bruta* 21,96 21,91 21,35 22,39 22,37
Extrato etéreo” 4,10 10,39 9,38 9,67 11,57
FDN*° 12,60 11,86 14,91 11,76 12,89
CHOT*® 68,18 61,89 63,52 59,99 59,77
CNF*’ 58,39 52,89 51,59 51,15 47,09
Lignina4 1,14 2,31 2,30 2,77 3,02
NDT® 92,15 98,74 96,53 95,27 95,96

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaga, GP=sais de célcio, SG= Soja grao

YLactoplus®; ?Nucleo comercial Bellman, Bellboi (Ca, 160g; P, 40g; Mg, 5g; S, 40g; Na, 160g; Cu, 945mg; Mn,
730mg; Zn, 3500mg; |, 70mg; Co, 56mg; Se, 18mg; F(max) 400mg); ¥Porcentagem; “Porcentagem da MS;
*'Fibra em detergente neutro; “carboidratos totais = 100 — (%PB + %EE + %cinzas); "Carboidratos n&o fibrosos
= 100 — [(%FDN +%EE +%cinzas)+ (%PB-%PBu)+(%uréia)]; ¥Nutrientes digestiveis totais segundo NRC 2001.

Na determinacdo do ganho de peso foram realizadas pesagens no inicio do
experimento e a cada 28 dias. Os novilhos foram submetidos a jejum prévio (sélido e
liquido) de 14 horas apenas nas pesagens iniciais e finais.

Na amostragem da carne (contrafilé) e gordura subcutanea, realizou-se corte

perpendicular no musculo Longissimus, entre a 12% e 13% costelas da carcaca



42

esquerda, onde foram retiradas quatro amostras do contrafilé na altura da 12°
costela, com aproximadamente 2,5 cm de espessura, que foram embaladas a vacuo
e resfriadas para serem analisadas quanto as caracteristicas qualitativas e avaliagdo
da composicao de acidos graxos no tecido muscular e na gordura subcutanea.

Tabela 2. Perfil dos acidos graxos (g/100g de acido graxo) nas fontes lipidicas,
forragem e suplementos

Fontes
PA LI GP SG Forragem
C6:0 (Caproico) 0,15 0,00 3,69 0,00 0,00
C8:0 (Caprilico) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28
C10:0 (Céprico) 3,33 0,00 0,00 0,00 0,39
C12:0 (Laurico) 51,55 0,14 6,71 0,00 0,69
C14:0 (Miristico) 17,13 0,00 0,00 0,00 1,46
C15:0 (Pentadecanoico) 0,00 0,00 0,00 7,54 0,71
C16:0 (Palmitico) 8,46 6,00 0,00 0,00 37,94
C18:0 (Estearico) 1,68 4,69 18,93 6,90 8,17
C18:1(Oleico) 15,31 20,10 53,35 24,09 37,87
C18:2 (Linoleico) 2,39 13,49 17,32 56,01 9,69
C20:0 (Araquidico) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,05
C18:3 (linolénico) 0,00 55,58 0,00 5,47 1,05
AGS 82,30 10,83 29,34 14,44 51,01
AGI 17,70 89,17 70,66 85,56 39,30
Suplementos
CO PA LI GP SG
C6:0 (Caproico) 0,00 0,11 0,00 2,70 0,00
C8:0 (Caprilico) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C10:0 (Caprico) 0,00 2,43 0,00 0,00 0,00
C12:0 (Laurico) 0,00 37,66 0,10 4,91 0,00
C14:0 (Miristico) 0,14 12,56 0,04 0,04 0,02
C15:0 (Pentadecanoico) 0,00 0,00 0,00 0,00 5,87
C16:0 (Palmitico) 10,36 8,98 7,18 2,79 2,27
C18:0 (Estearico) 3,68 2,21 4,41 14,83 6,21
C18:1 (Oleico) 21,78 17,06 20,56 44,87 23,55
C18:2 (Linoleico) 48,90 14,92 23,03 25,81 54,43
C18:3 (linolénico) 4,76 1,27 41,88 1,27 5,34
AGS 46,34 72,62 20,40 33,91 21,49
AGI 53,66 27,38 79,60 66,09 78,51

AGS= acidos graxos saturados; AGI = 4cidos graxos insaturados

Durante o abate, as meias carcacas (direita e esquerda) foram identificadas e
separadas na camera de resfriamento. Com a meia carcaca direita foram

determinados os rendimentos dos cortes principais: traseiro, dianteiro e ponta de
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agulha. Vinte e quatro horas ap6s o abate, foram avaliados o pH do musculo
longissimus. As medidas de area de olho de lombo (AOL) e espessura de gordura
subcutanea (EG) foram realizadas entre a 122 e 132 costelas da carcaca esquerda.

A capacidade de retencdo de agua foi obtida por diferenca entre os pesos de
uma amostra de carne, de aproximadamente 2 g, antes e depois de ser submetida a
presséo de 10 kg, durante 5 minutos.

Na determinacdo do comprimento de sarcOmero, uma amostra de 1 x 1 x 4
mm foi removida do centro do musculo e pressionada entre a lamina e laminula de
microscépio, com duas gotas de agua destilada. Foi aplicada leve pressdo na
laminula, para manter as fibras musculares mais paralelas. O comprimento do
sarcbmero foi determinado pelo método de difracdo a laser (CROSS et al., 1980),
em aparelho de laser hélio-neon, com comprimento de onda de 632,8 nm (Spectra-
physics helium-neon laser, 2 mW e 0,49 mm de diametro de fenda), montado em um
suporte com duas plataformas, para fixacdo da amostra e da tela. A [amina foi
colocada na plataforma superior e o feixe de laser incidiu sobre a amostra a 90°. Ao
atravessa-la, o feixe fornecia uma gama de bandas de difracdo sobre a tela
localizada a 10 cm da amostra. Foram feitas 12 medidas das bandas de difracdo ao
longo das fibras para cada amostra, calculando-se, entdo, o valor médio. O
comprimento do sarcoémero foi determinado pela seguinte formula:

N0 =S sen © (BOUTON et al., 1973)

(2);

Em que: n =banda de difracdo, [1 = comprimento de onda (632,8 nm), S =
comprimento do sarcomero (mm) e seno © = seno do angulo ©.

No calculo da perda por coccdo os bifes foram assados em forno elétrico
industrial a temperatura 175°C até atingir 70°C no seu centro geométrico. Os pesos
das amostras de carne antes e depois da coccéo foram utilizados para os célculos
das perdas totais. Apds o resfriamento das amostras assadas, foram retirados
guatro cilindros com vazador, para determinar a forca necessaria para cortar
transversalmente cada cilindro utilizando-se um aparelho Texture Analyser TA-XT2i
acoplado a uma lamina Warner Bratzler. Calculou-se a média dos quatro cilindros

para representar a textura ou forca de cisalhamento de cada bife.
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Na determinacdo da cor da carne e da gordura utilizou-se um colorimetro
Minolta Chroma Meter CR-300, em que leva em consideracdo o espago L* a* b*.
Nesse espaco, o L* indica luminosidade, e 0 a* e o b* sdo as coordenadas de
cromaticidade. Trinta minutos antes da realizacao das leituras em pontos diferentes
da carne, foi realizado um corte transversal ao muasculo para exposicdo da
mioglobina ao oxigénio.

Na analise sensorial, as amostras de carne também foram assadas em forno
elétrico a temperatura 175°C até atingir 75°C no seu centro geométrico e, apés seu
resfriamento foram cortadas em cubos e oferecidas a painelistas treinados. Nesse
teste foram avaliados os atributos odor, aparéncia, sabor suculéncia, maciez,
gordura e aceitacdo global. As notas variam de 1 a 9, sendo 1 desaprovacéo
maxima e 9 a aprovagdo maxima.

A determinacao do perfil de acidos graxos na carne e na gordura subcutanea
foi realizada no Laboratério de Nutricdo e Crescimento Animal da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP de acordo com a metodologia
modificada de HARA & RADIN (1978).

2.4Delineamento experimental

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado , empregando-se 0s
piquetes como unidade experimental para as avaliagdes . Os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo procedimento PROC MIXED do SAS (2004).
Diferencas significativas entre os tratamentos foram consideradas significativas
guando P<0,05 e tendéncias foram discutidas quando P<0,10. Em todas as
avaliacdes o peso corporal inicial foi utilizado como covariavel. O modelo estatistico
utilizado foi:

Yij=p + Ti + B1 + &ij €ij~iidN(0,02)

onde: Yij= caracteristica da carcaca, da carne ou acido graxo pertencente ao
tratamento i do piquete j; y=média geral; Ti=efeito do tratamento i (i = 1, 2, 3, 4, 5);

Bl=covariavel peso corporalinicial (Pl); €ij= erro experimental (k=1, 2).

3. RESULTADOS
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As fontes lipidicas incluidas no suplemento nédo alteraram (P>0,05) o ganho
médio diario (GMD; 0,6; P=0,80), rendimento de carcaca (RC; 56,8; P=0,66),
rendimento de traseiro (RT; 48,3; P=0,67), rendimento de dianteiro (RD; 39,7,
P=0,29), rendimento de ponta de agulha (RPA; 12,0; P=41), perda por resfriamento
(PR; 0,84; P=0,61), area de olho de lombo (AOL; 73,5; P=0,81), area de olho de
lombo por 100Kg de carcaca (AOL%; 26,4; P=0,68), espessura de gordura
subcutanea (EGS; 7,7; P=0,44) e pH da carcaca 24 horas apos o abate (6,0;
P=0,14), (Tabela 3).

Tabela 3. Média dos minimos quadrados para ganho médio diario (GMD) rendimento
de carcaca (RC), rendimento de traseiro (RT), rendimento de dianteiro
(RD), rendimento de ponta de agulha (RPA), perda por resfriamento (PR),
area de olho de lombo (AOL), area de olho de lombo por 100Kg de carcaca
(AOL%) e espessura de gordura subcutanea (EGS)

Variavel Suplemento EPM  Valor-P
CO PA LI GP SG
Pl (kg) 441 428 443 449 447 - -
PF (kg) 494 480 502 502 501 - -
GMD (kg/dia) 0,60 0,57 0,66 0,58 0,59 0,051 0,797
RC (%) 56,24 56,99 56,65 57,38 56,80 0,566 0,663
RT (%) 48,43 48,58 48,01 48,23 48,22 0,269 0,672
RD (%) 39,56 39,73 40,11 39,40 39,51 0,207 0,289
RPA(%) 12,01 11,68 11,87 12,31 12,25 0,222 0,406
PR (%) 0,82 0,77 0,81 1,02 0,79 0,116 0,611
AOL (mm?) 71,34 72,95 73,22 73,31 76,64 3,204 0,812
AOL% 25,98 26,69 26,06 25,96 27,26 0,919 0,678
EGS (mm) 7,64 6,48 7,60 7,37 9,62 1,042 0,439
pH final 6,07 6,17 5,87 5,91 5,95 0,031 0,138

CO= Controle, PA= dleo de palma, LI= Oleo de linhaca, GP=Gordura protegida, SG= Soja gr&o. Pl = peso inicial;
PF = peso final; pH do musculo 24 horas apds o abate. Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A forca de cisalhamento (FC), perdas por coc¢do (PPC) e comprimento de
sarcomero (CS) do musculo da carne do contrafilé dos animais avaliados foi similar
(P>0,05) entre os animais que receberam os diferentes suplementos (Tabela 4).

Diferencas significativas para luminosidade (L*), intensidade da cor vermelha
(a*) e intensidade da cor amarela (b*) na carne e na gordura dos diferentes grupos

nao foram observadas (P>0,05;Tabela 5).
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Tabela 4. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para forca de cisalhamento (FC),
perdas por coccdo (PPC) e comprimento de sarcomero (CS) da carne do

contrafilé de novilhos Nelore terminados em pastagem recebendo
diferentes fontes lipidicas
Caracteristicas Suplementos EPM Valor-P
CO PA LI GP SG
FC (kg/cm?) 6,61 5,87 5,08 5,44 5,71 0,737 0,653
PPC (%) 27,18 28,43 27,70 27,29 25,67 1,008 0,531
CS (um) 1,76 1,80 1,73 1,76 1,71 0,036 0,613

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaca, GP=Gordura protegida, SG= Soja grdo. Médias
seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 5. Médias de minimos quadrados, erro padrao da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) das caracteristicas da cor da carne e
da gordura do contrafilé de novilhos Nelore terminados em pastagem
recebendo diferentes fontes lipidicas

Suplementos

Caracteristicas co PA T GPp SG EPM Valor-P
Carne

L* 38,72 37,34 38,03 39,97 39,73 0,412 0,180
a* 14,87 16,01 16,34 14,85 15,58 0,313 0,111
b* 3,91 3,72 4,11 3,92 3,82 0,248 0,777
Gordura

L* 71,89 70,87 72,71 77,31 72,07 1,556 0,271
a* 0,52 0,03 0,31 0,26 0,07 0,751 0,964
b* 15,56 14,17 11,03 12,78 13,89 1,458 0,302

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaca, SC=Gordura protegida, SG= Soja grdo, L*
Luminosidade; a* - intensidade da cor vermelha; b* - intensidade da cor amarela. Médias seguidas da mesma

letra minuscula na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

N&o houve diferenca entre os tratamentos na analise sensorial do contrafilé

(P>0,05). Em geral as notas atribuidas aos aspectos da carne foram medianas (4,3 a

6,3), exceto o teor de gordura que recebeu nota média de 2,7 que € considerada

baixa (Tabela 6).

No perfil lipidico da carne (Tabela 7), os acidos laurico, miristico, estearico,

oleico e o acido linolénico conjugado (CLA) foram influenciados (P<0,05) pela fonte

lipidica adicionada aos suplemento. O 6leo de Palma elevou (P<0,05) os niveis dos



47

acidos laurico e miristico. Animais alimentados com linhaca e soja gréo
apresentaram maiores (P<0,05) propor¢cBes de acido estearico no musculo. O
concentracdo de acido oleico foi maior (P<0,05) no tratamento com soja gréo, mas
apenas quando comparado com linhaga e gordura protegida. A inclusédo de 6leo de
linhaca nos suplementos aumentou (P<0,05) os niveis de CLA na carne, em relacéo

ao tratamento controle e a soja gréo.

Tabela 6. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para a andlise sensorial por painel de
degustadores treinados, da carne do contrafilé de novilhos Nelore
terminados em pastagem recebendo diferentes fontes lipidicas

Suplementos

Caracteristicas EPM  Valor-P
CO OoP oL GP SG
Odor 4,53 5,26 5,83 5,73 5,62 0,364 0,100
Aparéncia 4,71 5,49 5,44 5,46 5,48 0,496 0,750
Sabor 4,26 4,29 4,68 5,14 4,33 0,368 0,370
Suculéncia 513 5,21 4,94 5,02 4,46 0,401 0,700
Maciez 5,30 6,26 5,31 5,31 5,72 0,422 0,420
Teor gordura 2,67 2,76 2,32 2,89 3,08 0,458 0,810

Aceitacdo Global 5,83 6,14 5,41 5,37 5,42 0,412 0,620

CO= Controle, PA= dleo de palma, LI= Oleo de linhaga, GP=Gordura protegida, SG= Soja gréo. Variagdo das
notas atribuidas: 1 a 9. Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A dieta com Oleo de palma apresentou maior (P<0,05) proporcédo de acidos
graxos saturados e menor propor¢cdo de acidos graxos insaturados, somente em
relacdo a soja grdo. Animais alimentados com gordura protegida apresentaram
maior (P<0,05) concentragao de acidos graxos da série dmega 6 (w-6) em relacéo
aos alimentados com 6leo de linhaga, e maior (P<0,05) relagdo w-6:w-3. O total de
acidos graxos transl8 foi maior (P<0,05) na dieta com Oleo de linhaca e menor
(P<0,05) na dieta com soja grao.

A atividade da enzima A°-dessaturase C16 no musculo Longissimus foi menor
nos animais suplementados com linhaca e gordura protegida em relacdo as dietas
controle e soja grdo. A enzima A°-dessaturase C18 apresentou maior atividade no

tratamento controle em relacéo a linhaca e gordura protegida.



48

Tabela 7. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para composicao de &cidos graxos e
indices de atividade das enzimas dessaturases no musculo Longissimus de
novilhos Nelore suplementados com fontes lipidicas

Acido graxo (mg/100mg) Suplementos EPM Valor-P
CO PA LI GP SG

C12:0 (laurico) 0,11b 0,43a 0,12b 0,11b 0,10b 0,063 0,001

C14:0 (miristico) 3,45b 5,34a 3,58ab  3,28b 3,32b 0,288 <0,001

C14:1 C9 (miristoleico) 1,01 1,36 0,01 0,76 0,99 0,089 0,072
C15:0 (pentadenoico) 0,45 0,49 0,47 0,39 0,42 0,019 0,123

C16:0 (palmitico) 24,40 24,92 22,89 24,75 20,59 1,459 0,220
C16:1 C9 (palmitoleico) 2,88 2,94 2,41 2,08 3,07 0,174 0,060
C17:0 (margarico) 0,81 0,76 0,80 0,68 0,74 0,040 0,329
C18:0 (esteérico) 1451b 15,40b 16,67a 1537b 16,58a 0,167 0,003
C18:1 C9 (oleico) 33,91ab 31,93ab 31,90b 30,81b 37,54a 0,862 0,023
C18:2 C9 C12 (linoleico) 3,02 2,06 2,90 7,00 3,65 0,768 0,064
18:3 n3 (linolénico) 0,53 0,49 1,01 0,38 0,33 0,134 0,095
18:2 C9T 11 (CLA) 0,44b 0,47ab 094a 057ab 0,41b 0,079 0,036
AGS 4497ab 49,05a 45,72ab 4559ab 42,64b 0,845 0,047
AGI 51,10ab 47,59b 50,97ab 51,36ab 54,25a 0,828 0,041
AGM 44,41 42,72 44,49 41,02 47,69 1,504 0,164
AGP 6,69 4,87 6,49 10,34 6,56 1,280 0,237
AGIL:AGS 1,14 0,98 1,12 1,13 1,33 0,064 0,136
AGP:AGS 0,15 0,10 0,14 0,23 0,16 0,030 0,257
Cis18 40,30b  37,32b  38,27b 40,90ab 45,02a 0,679 0,008
Trans 18 2,68bc  2,73bc 5,51la 3,98ab 1,78¢c 0,318 0,005
w-6 3,45ab 2,59b 3,21ab 6,69a 3,47ab 0,596 0,047
w-3 1,56 1,21 1,57 1,46 1,06 0,307 0,695
w-6:w-3 2,26b 2,39b 2,10b 490a 3,19ab 0,302 0,013
A’ C16 10,47a 10,39ab  9,40b 7,74b  11,37a 0,349 0,010
A°C 18 70,04a 67,51ab 65,72c 66,57bc 69,39ab 0,525 0,014

AGS = acidos graxos saturados = C4:0; C6:0; C8:0; C10:0; C12:0; C13:0iso; C13:0ant; C14:0iso; C14:0;
C15:0iso; C15:0ant; C14:1c9; C15:0; C16:0iso; C16:0; C17:0iso; C17:0; C18:0; C20:0; C22:0; C24:0. AGM =
acidos graxos monoinsaturados = C16:1c9; C17:1; C18:1t6; C18:1t9; C18:1t10; C18:1t11; C18:1t12; C18:1c9;
C18:1cl1; C18:1c12; C18:1c13; C18:1t16; C18:1c15; C20:1; C22:1; C24:1. AGP = acidos graxos polinsaturados
= C18:2t11cl5; C18:2c9c12; C18:3; C18:2cot11; C20:3; C20:4; C22:2; C20:5; C22:5; C22:6. AGI = acidos graxos
insaturados = AGM + AGP. Cis 18 = Acidos graxos totais cis18= C18:1c9; C18:1c11; C18:1c12; C18:1¢13;
C18:1c15; C18:2t11c15; C18:2c9c12. Trans 18 = Acidos graxos totais trans18= C18:1t9, C18:1t10; C18:1t11;
C18:1t12; C18:1t16; C18:1t18; C18:2t11c15; C18:2c9¢c12. w-6: 4cidos graxos 6mega-6 = C18:3 n6 + C20:3 n6 +
C18:2 c9c12 + C18:2 t11c15. w-3: 4cidos graxos 6mega-3 = C18:3 n3 + C20:3 n3 + C20:5 n3. A® C16- indice de
atividade da enzima dessaturase C16 = 100(16:1/16:0+16:1);A° C 18— indice de atividade da enzima dessaturase
C18 =100(18:1/18:0+18:1)
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O perfil de AG da gordura subcutdnea também apresentou modificacbes
(P<0,05) nos acidos com a inclusédo das fontes de gordura nos suplementos (Tabela
8). De maneira similar ao observado no perfil da carne a dieta com 6leo palma
elevou (P<0,05) os niveis dos &cidos laurico e miristico.

O acido pentadenoico apresentou maiores (P<0,05) propor¢des na gordura
dos animais alimentados com a dieta controle e palma e menores (P<0,05)
proporcdes nos animais que receberam soja grao e gordura protegida. O consumo
de soja grdo no suplemento reduziu (P<0,05) os niveis de acido palmitico em
relacdo aos tratamentos controle, palma e gordura protegida, enquanto que o
palmitoleico foi maior (P<0,05) para palma em relacao a gordura protegida. O &cido
de 17 carbonos saturado (margarico) apresentou-se mais abundante nos animais do
tratamento controle quando comparado com o0s que recebiam 6leo de palma no
suplemento (Tabela 8).

A utilizacéo de soja grao e gordura protegida elevou (P<0,05) a concentracéo
dos acidos oleico e linoleico, respectivamente. De maneira similar ao observado na
carne dos animais alimentados com 6leo de linhacga, a inclusdo dessa fonte também
foi eficiente em elevar (P<0,05) a concentracdo de acido linolénico conjugado (CLA)
na gordura subcutanea.

A proporcao de acidos graxos saturados, insaturados e polinsaturados nao
foram influenciados significativamente (P>0,05) pelas fontes lipidicas, embora tenha
se observado tendéncia de aumento (P<0,10) dos AGI na dieta com gordura
protegida e elevacdo da relacdo AGI:AGS nos animais suplementados com soja
grao. Assim como observado na carne, a gordura dos animais que receberam
suplemento com gordura protegida apresentaram (P<0,05) maior propor¢do de
acidos graxos da série 6mega-6, em relacdo as dietas controle, palma e linhaca.

O total de acidos graxos de 18 carbono com ligacédo cis foi maior (P<0,05)
com a inclusdo de soja grao no suplemento, enquanto que o acumulo de trans 18 na
gordura foi favorecido (P<0,05) com as dietas contendo 6leo de linhaca e gordura
protegida, em relacdo a soja gréo. A inclusédo de gordura protegida reduziu (P<0,05)
a atividade da enzima A°-dessaturase C16 (em relagdo a os demais tratamentos) e

da A°-dessaturase C18 (quando comparada com a dieta contendo soja gréo).
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Tabela 8. Médias de minimos quadrados, erro padrdao da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para composicdo de &cidos graxos e
indices de atividade das enzimas dessaturases da gordura do subcuténea
de novilhos Nelore suplementados com fontes lipidicas

Acidos graxos Suplementos EPM  Valor-P
(mg/100mg) CO PA LI GP SG

C12:0 (laurico) 0,17b 0,71a 0,20b 0,180 0,13b 0,044 0,004
C14:0 (miristico) 4,69ab 6,85a 4,65ab 4,39ab 3,48b 0,420 0,036
C14:1 C9 (miristoleico) 2,08ab 3,4la 1,90b 1,35b 1,85b 0,213 0,022
C15:0 (pentadenoico) 0,74a 0,71a 0,62b 0,53c 0,57bc 0,013 0,002
C16:0 (palmitico) 24,26a 24,08a 22,6lab 24,10a 20,08b 0,769 0,015
C16:1 C9 (palmitoleico) 3,94ab 4,56a 3,62ab 2,70b 3,6lab 0,232 0,044
C17:0 (margérico) 0,93a 0,67b 0,75ab 0,78ab 0,69b 0,032 0,017
C18:0 (estearico) 12,02 11,00 12,68 13,83 11,34 0,789 0,202
C18:1 C9 (oleico) 34,64b 33,29b 34,42b 31,63b 44,45a 1,033 0,004
C18:2 C9 C12 (linoleico) 0,60b 051b 0,84b 2,71a 0,91b 0,154 0,003
18:3 n3 (linolénico) 0,20 0,17 0,61 0,28 0,28 0,148 0,315
18:2 CO9 T 11 (CLA) 1,10b 1,01b 1,87a 1,12b 1,02b 0,146 0,049
AGS 4434 45,24 42,16 45,32 37,60 1,700 0,113
AGI 52,72 52,04 54,84 52,23 59,94 1,760 0,121
AGM 50,60ab 50,03ab 51,16ab 47,83b 57,49a 1,443 0,046
AGP 2,16 2,01 3,68 4,46 2,45 0,432 0,060
AGIL:AGS 1,19 1,17 1,34 1,17 1,61 0,092 0,091
AGP:AGS 0,05 0,04 0,09 0,10 0,07 0,013 0,142
Cis18 39,17b 38,11b 39,05b 38,20b 50,28a 1,454 0,001
Trans 18 5,12ab 3,89ab 7,2l1a 7,93a 2,04b 0,660 0,001
w-6 0,76b 0,69 1,11b 2,87a 1,16b 0,154 0,003
w-3 0,22 0,18 0,62 0,38 0,19 0,161 0,261
w-6:w-3 4,55 6,06 3,88 8,32 6,80 1,284 0,253
A° C16 14,05a 15,84a 13,92a 9,85b 15,03a 0,545 0,009
A°C 18 74,17ab 75,46ab 72,7lab 69,43b 79,70a 1,399 0,037

AGS = acidos graxos saturados = C4:0; C6:0; C8:0; C10:0; C12:0; C13:0iso; C13:0ant; C14:0iso; C14:0;
C15:0iso; C15:0ant; C14:1c9; C15:0; C16:0iso; C16:0; C17:0iso; C17:0; C18:0; C20:0; C22:0; C24:0. AGM =
acidos graxos monoinsaturados = C16:1c9; C17:1; C18:1t6; C18:1t9; C18:1t10; C18:1t11; C18:1t12; C18:1c9;
C18:1cl1; C18:1c12; C18:1c13; C18:1t16; C18:1c15; C20:1; C22:1; C24:1. AGP = acidos graxos polinsaturados
= C18:2t11cl5; C18:2c9c12; C18:3; C18:2cot11; C20:3; C20:4; C22:2; C20:5; C22:5; C22:6. AGI = acidos graxos
insaturados = AGM + AGP. Cis 18 = Acidos graxos totais cis18= C18:1c9; C18:1c11; C18:1c12; C18:1¢c13;
C18:1c15; C18:2t11c15; C18:2c9c12. Trans 18 = Acidos graxos totais trans18= C18:1t9, C18:1t10; C18:1t11;
C18:1t12; C18:1t16; C18:1t18; C18:2t11c15; C18:2c9c12. w-6: 4cidos graxos 6mega-6 = C18:3 n6 + C20:3 n6 +
C18:2c9c12 + C18:2 t11c15. w-3: &cidos graxos émega-3 = C18:3 n3 + C20:3 n3 + C20:5.
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4. DISCUSSAO

As caracteristicas da carcaca (Tabela 3) ndo apresentaram efeito de
tratamentos e este resultado era esperado, uma vez que 0s animais pertenciam a
um grupo homogéneo com relacdo a raca e idade e apresentaram ganhos médios
diarios semelhantes entre as dietas avaliadas. De acordo com LUCHIARI FILHO
(2000), é desejavel que uma carcaca apresente 45 a 50% de traseiro, 38 a 43% de
dianteiro e 12 a 16% de ponta-de-agulha. Todos o0s animais suplementados
apresentaram rendimentos dentro do recomendado por este autor.

AFERRI et al. (2005) também observaram caracteristicas de carcaca
semelhantes entre animais alimentados com gordura protegida e caroco de algodao
em confinamento. ZINN et al. (2000), que alimentaram novilhos holandeses com
dietas de sais de calcio de acidos graxos e gordura animal, até o nivel de 6%,
concluiram que estas dietas ndo tiveram efeito sobre a area de olho de lombo ou
sobre a gordura subcutanea.

A medida de area de olho de lombo expressa em porcentagem do peso de
carcaca fria (AOL%) representa o grau de desenvolvimento muscular, ou seja,
guanto maior a proporcdo da AOL maior a fracdo comestivel da carcaca. As fontes
lipidicas incluidas nos suplementos ndo causaram efeito no desenvolvimento
muscular dos animas sendo que os o valor médio para AOL % foi de 26,4 cm?
inferior ao apresentado por LUCHIARI FILHO (2000) de 29cm? AOL % como
indicador de bom desenvolvimento muscular.

O grau de cobertura de gordura na carcaca age como um isolante térmico &
um importante fator de qualidade, afetando diretamente a velocidade de
resfriamento e na conversdo do musculo em carne (SAVELL et al., 2005; ZUIN et al.,
2012), sendo que 3 mm de espessura de gordura subcutanea é o minimo
preconizado para se considerar uma carcaca acabada e pronta para o abate no
Brasil. De acordo com o Sistema brasileiro de classificacdo de carcacas de bovinos
(BRASIL, 2004) a cobertura de gordura € considerada uniforme quando se encontra
entre 6 e 10 mm e excessiva quando possui mais de 10 mm de espessura. Pode-se
considerar portanto, que as carcacas atingiram o acabamento, apresentando

cobertura de gordura uniforme (7,7 mm) e sem excessos.
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Assim como as caracteristicas da carcaca, a carne dos animais avaliados
apresentaram caracteristicas similares entre as dietas. O encurtamento do
sarcbmero pelo resfriamento pode causar decréscimo na maciez da carne
comprometendo a qualidade do produto final (SAVELL et al, 2005). BOUTON et al.
(1973) encontraram que a for¢ca de cisalhamento decresce exponencialmente a
medida que o comprimento de sarcébmero aumenta, mas a correlacdo sO €
significativa para comprimentos menores que 2,0 ym. Neste trabalho o comprimento
de sarcbmero apresentou valor médio de 1,75 pym, inferior ao reportado por PINTO
et al. (2010) para carcacas resfriadas rapidamente (1,87 um) ou lentamente (2,09
pm).

Segundo BELEW et al. (2003) a carne é considerada muito macia quando a
forca de cisalhamento (FC) é inferior a 3,2 kg/cm? macia quando varia entre 3,2 e
3,9 kg/cm?; intermediaria quando varia entre 3,9 e 4,6 kg /cm? e, dura quando a FC é
superior a 4,6 kg kg/cm?, portanto a carne dos animais deste experimento pode ser
considerada dura. OLIVEIRA et al. (2012) também n&o encontraram efeito da
suplementacao lipidica na forca de cisalhamento de tourinhos Nelore confinados e
relataram valores similares ao encontrado nesse trabalho (5,9 vs. 5,7). De acordo
com SMITH et al. (2009), animais com maior grau de sangue zebuino tendem a
apresentar carne menos tenra, o que pode explicar os altos valores de forca de
cisalhamento encontradas nesse trabalho.

Os valores de pH obtidos 24 horas apos o abate foi de 5,99, o que pode ter
comprometido a maciez da carne. De acordo com VILJOEN et al. (2002), 24 horas
apos o abate a carcaca deve apresentar pH inferior a 5,8 para néao ser classificada
como DFD - dark (escura), firm (firme), dry (seca).

A coloracdo da carne e gordura € muito importante na escolha do produto
pelo consumidor, sendo uma caracteristica muitas vezes decisiva ho momento na
compra. PAGE et al. (2001) avaliaram caracteristicas de coloracdo no musculo de
mil animais em diferentes frigorificos nos EUA, entre os novilhos de corte avaliados a
luminosidade media foi de 39,62, semelhante aos 38,7 encontrado neste trabalho.
Porém os valores médios de a* e b* relatados foram de 25,20 e 11,03. O eixo que
vai de - a* para +a* varia do verde ao vermelho, e o que vai de —b* para +b* varia do

azul ao amarelo. Neste estudo os valores médios para a* e b* foram 15,55 e 3,91.
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OLIVEIRA et al. (2012) incluiram 6leo de soja, 6leo de linhaca e sais de calcio de
Oleo de soja e linhaca na dieta de tourinhos Nelore confinados e relataram valores
médios mais préximos aos encontrados neste trabalho (L* = 38,3; a* = 16,8 e b* =
6,46) provavelmente por se tratarem de animais da mesma raca e idade semelhante.

A auséncia de efeito da suplementacdo de acidos graxos polinsaturados na
coloracdo da carne bovina é frequentemente observada (GRANIT et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2012), uma vez que a variacado na coloracdo da carne est4d mais
associada a idade e condicao sexual (COSTA et al., 2002) do que a dieta.

A coloracdo da gordura pode estar associada a quantidade de pigmentos,
como carotenos e xantofilas, depositadas no tecido (ALBERTI et al., 2005). Neste
caso as diferencas sdo encontradas principalmente, entre animais de diferentes
sistema de producao, que utilizam diferentes volumosos. Entretanto, a coloragéo da
gordura também pode ser reflexo do grau de saturacdo dos acidos graxos do tecido,
sendo que acidos graxos mais saturados conferem coloragdo mais clara que os
insaturados (WOOD et al., 2003). A auséncia de efeito da coloracdo da gordura
subcutéanea dos animais suplementados com fontes lipidicas podem ser explicadas
pela utilizacdo do mesmo volumoso em todos os tratamentos (pasto) e pela
auséncia de efeitos na proporcdo de acidos graxos saturados e insaturados no
tecido adiposo.

Na andlise do painel sensorial ndo foram observadas diferencas entre os
tratamentos. As notas atribuidas variavam de 1 a 9, sendo o odor e 0 sabor de
suave a forte; a aparéncia de clara a escura; a suculéncia de pouca a muita; a
maciez de dura a macia; o teor de gordura de nenhum a muito e a aceitacao global
de pouca a muita. De acordo com este painel a carne dos animais experimentais
receberam notas medianas e semelhantes para todas as caracteristicas exceto o
teor de gordura.

A quantidade de gordura no musculo foi considerada baixa pelos painelistas.
Embora a cobertura de gordura (EGS) na carcaca tenha apresentado valores acima
do minimo desejavel pelos frigorificos, a degustacdo da carne no painel sensorial é
realizada com uma porcdo do musculo, sem gordura subcutdnea. A carne de
animais Nelore apresentam, naturalmente, baixa gordura entremeada no musculo. A

gordura de marmoreio confere sabor e suculéncia a carne, sendo considerada um
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aspecto importante nas avalicbes sensoriais.

A carne bovina € frequentemente associada ao aumento do colesterol e
incidéncia de doencas cardiovasculares, essa associacdo € feita principalmente
devido a caracteristica da gordura dos animais ruminantes, que devido ao processo
de biohidrogenacéo que ocorre no riumen depositam mais acidos graxos saturados
em detrimento dos mono e polinsaturados. Dentre os &acidos graxos saturados o
acido palmitico foi o que apresentou maior proporcéo (aproximadamente 23%) tanto
no musculo quanto na gordura subcutanea A dieta com soja grédo causou reducao na
proporcdo de C16:0 na gordura que pode ser atribuida a menor concentracdo desse
acido (2,27%) no suplemento com soja grao. FIORENTINI et al. (2012) utilizaram
soja gréo, 6leo de soja e gordura protegida na dieta de novilhas mesticos confinadas
e nao observaram diferencas na propor¢cdo de acido palmitico na carne e na
gordura, relatando valores meédios de 25,7% em ambas as fragées da carcaca.

O consumo de &cidos graxos saturados elevam as concentracdes de
colesterol no plasma sanguineo. O &cido miristico possui potencial
hipercolesterolémico maior que o acido palmitico, por outro lado, o acido esteérico é
considerado neutro quanto ao nivel de colesterol circulante (SCOLLAN et al., 2006).
Devido a maior concentracdo de C14:0 e acidos graxos saturados no suplemento, a
dieta com 6leo de palma elevou os niveis de acido miristico na carne e na gordura e
dos acidos graxos saturados totais na carne dos animais suplementados. MANSO et
al. (2009) nao observaram efeito na inclusdo de 6leo de palma na concentracdo de
C14:0 ou de AGS na carne e na gordura de carneiros confinados.

Acidos graxos mono e polinsaturados sdo reconhecidamente benéficos a
saude humana sendo que na carne bovina as propor¢cdes destes grupos sédo de
aproximadamente 50 e 5%, respectivamente (SCOLLAN et al., 2006). Embora néo
se tenha constatado diferencas significativas entre as relacdes AGIAGS e
AGP:AGS observou-se uma tendéncia (P<0,10) da soja grao em elevar a relacdo
AGI:AGS na gordura. No perfil lipidico da carne, animais suplementados com soja
grao apresentaram menor concentracdo de AGS (42 vs. 49%) e maior concentracao
de AGI (54 vs. 47%) em relacéo a dieta com 6leo de palma.

Os produtos originados de ruminantes (carne e leite) sdo a principal fonte

natural de &cido linoleico conjugado (CLA) na dietas de humanos. O CLA tem sido
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foco de muitas pesquisas em saude humana uma vez que tem demostrado efeitos
anticarcinogénico (KELLEY et al., 2010) e redutor da gordura corporal (RACINE et
al., 2010). As duplas ligacdes nos &cidos graxos insaturados que ocorrem na
natureza sao geralmente do tipo cis (i.e. os atomos de hidrogénio ligados ao carbono
da cadeia apontam para a mesma dire¢do), nos ruminantes, como resultado da
biohidrogenacdo que ocorre no rimen uma proporcao significativa das duplas
ligacdes sdo do tipo trans, ou seja, os atomos de hidrogénio apontam em direcbes
opostas (WOOD et al., 2008).

A dieta com o6leo de linhagca aumentou os niveis de CLA no musculo e na
gordura subcutanea, esses dados corroboram os resultados observados por
OLIVEIRA et al. (2012) que usou os 0leos de soja e linhaca, protegidos ou nédo da
biohidrogenagdo ruminal em dietas de tourinhos confinados. Entretanto, a
guantidade relativa de CLA (0,72 g/100g de &cido graxo) foi menor do que o
observado no presente estudo de 0,94 g/100g de acido graxo).

O aumento na quantidade de CLA na carcaca de animais alimentados com
linhaca se deve a quantidade de acido linolénico encontrada nessa fonte (Tabela 2).
Antes da biohidrogenacéo, os triglicerideos que entram no riumen sao hidrolisados a
acidos graxos e glicerol. No processo de biohidrogenacao, reacdes de isomerizacao
convertem ligacdes cis em trans antes do inicio das rea¢fes de reducdo que
adicionam hidrogénio nas duplas ligacdes. Entretanto, nem todo acido graxo
insaturado que entra no rumen é totalmente saturado nesse processo, parte dos
intermediarios insaturados com ligacdes trans passam para o duodeno, sendo
acumulado nos tecidos. Portanto, quanto mais substrato para biohidrogenacao
(C18:2 e C18:3) na dieta, mais intermediarios escapam, resultando em maior
acumulo de CLA na carcaca. Além do CLA que escapa da biohidrogenacéo o acido
vacénico (trans C18:1) também pode ser convertido a CLA no tecido adiposo e
muscular pela acdo da enzima dessaturase (A° C18) tanto nos animais quanto nos
humanos.

Os acidos graxos da série w-3 e w-6 sdo essenciais na dieta humana, uma
Vez que nosso organismo ndo € capaz de sintetiza-los. Entretanto, o consumo w-3 é
particularmente encorajado, sendo que a recomendacdo é que a relagao entre w-

6:w-3 seja inferior a 4:1 (WOOD et al., 2003). A relagdo w-6:w-3 permaneceu
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inalterada na gordura dos animais suplementados com as fontes lipidicas, com
média de 5,8 e portanto, acima do recomendado como ideal para saude humana.
Entretanto, na carne dos animais que foram suplementados sem fonte lipidica, com
O0leo de palma ou d6leo de linhaga a relagdo w-6:w-3 foi de 2,2, refletindo uma
guantidade consideravel de acidos benéficos a satde humana.

Animais suplementados com gordura protegida apresentaram média superior
(P<0,05) aqueles que receberam as dietas controle, palma e linhaca (4,9 vs. 2,2)
enquanto que 0S animais que consumiram soja grdo apresentaram valores
intermediarios (3,9) mas dentro da faixa recomendada. Esses resultados corroboram
com OLIVEIRA et al. (2012) que reportaram uma maior relagdo w-6:w-3 em animais
gue receberam sais de calcio de 6leo de linhaca e soja quando contrastados com as

mesmas fontes na forma de 6leo (4,0 vs. 2,9).

5. CONCLUSOES

O uso de fontes lipidicas no suplemento de animais em pastejo durante a fase
de terminacdo ndo altera as caracteristicas da carcaca e os atributos fisicos da
carne. A inclusdo do 6leo de palma ou gordura protegida de acidos graxos de 6leo
de soja ndo é recomendada quando se almeja melhorias no perfil lipidico da carne
ou gordura de animais zebuinos. Alteracdes desejaveis na quantidade de CLA na

carcaca sao alcancadas com a inclusao de 6leo de linhaca.
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CAPITULO 4 - FERMENTACAO RUMINAL DE NOVILHOS NELORE EM
PASTEJO SUPLEMENTADOS COM FONTES LIPIDICAS

RESUMO - O trabalho teve como objetivo avaliar o consumo, a
digestibilidade, os pardmetros da fermentag&o ruminal, o fluxo ruminal de particulas,
o perfil de degradacdo da fibra e a populacdo microbiana em novilhos Nelore
recebendo suplementacado com diferentes fontes lipidicas e mantidos em pastagem
de Brachiaria brizantha cv. Xaraés. Foram utilizados 10 novilhos castrados da raca
Nelore, canulados no riumen e duodeno, com peso médio de 292+28 kg, recebendo
suplementacdo a 1% do peso corporal. Foram avaliadas quatro fontes lipidicas,
incluidas em um suplemento energético-proteico (6leo de palma, 6leo de linhaca,
sais de calcio de 6leo de soja - Lactoplus® e soja gréo), mais suplemento controle
(suplemento sem fonte adicional de gordura). O delineamento experimental utilizado
foi um duplo quadrado latino 5x5 com cinco tratamentos, 10 animais e cinco
periodos experimentais. Animais pertencentes aos tratamentos controle, palma,
linhaca, gordura protegida e soja grao consumiram 8,17; 6,45; 7,46; 6,83 e 6,71 kg
de MS/dia, respectivamente. O consumo foi superior (P<0,05) nos animais que
receberam suplemento controle em comparacdo aos que receberam suplemento
com Oleo de palma, gordura protegida e soja grao. A digestibilidade da matéria seca
foi 11% superior (P<0,05) no tratamento controle em comparacdo com a palma. A
digestibilidade da FDN foi reduzida com a inclusdo de Oleo de palma em
comparagcdo com controle, gordura protegida e soja grdo. A relacdo
acetato:propionato foi menor (P<0,05) nos animais suplementados com palma e
linhaca apresentando valores médios de 2,9 e 3,0; respectivamente. Os tratamentos
controle, gordura protegida e soja grao proporcionaram relacées A:P de 3,41; 3,35; e
3,30. O fluxo ruminal de particulas e a taxa de degradacédo da fibra foram reduzidos
com a inclusdo de 6leo de palma nos suplementos. A inclusdo de 6leo de palma,
Oleo de linhaca e gordura protegida resultaram em reduc&o na proporc¢ao relativa de
metanogénicas no ambiente ruminal (P<0,05). Desta forma, 6leo de linhaca, gordura
protegida e soja grao podem ser utilizados em suplementos para animais em pastejo

sem prejudicar a fermentacado e a utilizacdo dos carboidratos estruturais. A inclusao
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de dleo de Palma na dieta de bovinos em pastejo prejudica a utilizacao da fibra mas
possui potencial para reduzir a populacdo de metanogénicas no rimen.
Palavras chave: Brachiaria brizantha, gordura protegida, linhaca, microrganismos

ruminais, palma, soja gréo,
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1. INTRODUCAO

A introducédo de lipidios na dieta de animais ruminantes pode melhor o perfil
dos &cidos graxos na carne e na gordura (LUDEN et al., 2009) e reduzir a producéo
de metano entérico (GRAINGER & BEAUCHEMIN, 2011). MARTIN et al. (2010)
observaram um decréscimo de 3,8% na producdo de metano para cada 1% de
lipidio adicionado na dieta, sendo que este efeito depende, principalmente, da
guantidade e do perfil dos acidos.

Entretanto, a adicdo de acidos graxos pode causar efeitos adversos na
fermentacdo ruminal, afetando a utilizacdo dos carboidratos estruturais (JENKINS,
1993) e o consumo de matéria seca (MANSO et al., 2006). No ramen, os
triglicerideos sao rapidamente hidrolisados em acidos graxos livres e glicerol. O
glicerol serve como substrato para a producdo de propionato e os acidos graxos
livres sé@o parcialmente hidrogenados, como um mecanismo de defesa das bactérias
ruminais (PALMQUIST & MATTOS, 2011).

A incluséo de lipidios em dieta de ruminantes tem o potencial para reduzir a
digestibilidade de FDN (MANSO et al., 2006; VALINOTE et al., 2006; SILVA et al.,
2007). No entanto, é possivel incluir este nutriente sem afetar a utilizacdo da fibra
(BATEMAN & JENKINS, 1998; KUCK et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009;
SHINGFIELD et al., 2010). A extensdo dos efeitos adversos dependera da fonte
escolhida, o nivel de inclusédo e a quantidade de fibra na dieta.

Os efeitos dos lipidios na fermentacédo ruminal podem ser atribuidos ao efeito
inibidor de determinados acidos graxos sobre algumas espécies microbianas
ruminais (JENKINS, 1993), principalmente bactérias Gram-positivas, protozoarios e
metanogénicas. A inibicdo de alguns grupos causam alteracfes no sistema como
um todo, modificando o balanco dos produtos da fermentacéo e o equilibrio entre as
populacbes. PALMQUIST & JENKINS (1980) sugeriram que o0s acidos graxos
insaturados influenciam muito mais a fermentacdo do que os &cidos graxos
saturados. CZERKAWSKI et al. (1966) verificaram que a inibicdo do crescimento de
bactérias Gram-positivas foi aumentada por varios acidos graxos insaturados,
causando decréscimo na digestibilidade de varios nutrientes e no consumo de

matéria seca.
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Dentre a microbiota ruminal, os membros do dominio Arquéia ocupam <4% da
populacdo microbiana total, mas desempenham um papel fundamental na
fermentacdo microbiana (ZHOU et al., 2011). As metanogénicas utilizam H, como
fonte de energia para reduzir o CO, até CH, e reoxidar cofatores reduzidos (por
exemplo, NAD+) necessarios em outras vias metabdlicas (HUNGATE et al., 1970). A
metanogénese proporciona condi¢cdes favoraveis para o funcionamento do rimen,
portanto a atenuacdo desse processo pode ocasionar efeitos indesejaveis nas
demais populagbes microbianas e na fermentacdo ruminal. Portanto, investigar as
alteracoes na diversidade microbiana em dietas que alteram a fermentagdo ruminal
sdo necessarios para melhor entender os eventos que ocorrem no ramen. A
diversidade microbiana no rimen de vacas leiteiras tem sido extensivamente
pesquisada utilizando tecnologias de segunda geracéo, no entanto, de acordo com
WU et al. (2012) a microbiota do ruimen de bovinos de corte ndo vém recebendo
atencao semelhante.

Diversos produtos podem ser utilizados como fonte lipidica na dietas de
ruminantes, como 0leos vegetais, sementes oleaginosas, gordura animal e sais de
célcio de acidos graxos (gordura protegida) mas poucos estudos tém demostrado ou
discernido entre elas quais seus efeitos na fermentacdo ruminal e populagéo
microbiana em animais de corte em pastejo. Diante do exposto esse trabalho teve
como objetivo avaliar o consumo, a digestibilidade, os parametros da fermentacéo
ruminal, o fluxo ruminal de particulas, o perfil de degradacéo da fibra e a populacéo
microbiana em novilhos nelore recebendo suplementacdo com diferentes fontes

lipidicas e mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha cv. Xaraés.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Local, época e condicdes experimentais
O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da UNESP, em uma area de 19 ha de Brachiaria brizantha cv. Xaraés, estabelecida
no inicio de 2009 e dividida em 11 piquetes de 1,9ha. Na ocasido foi realizada

adubacao de formacdo com fosforo (80 kg/ha de P,0s) e potassio (100 kg/ha de
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K20). Em novembro de 2009 e marco de 2010 a area recebeu adubacao
nitrogenada (45 kg/ha de N).

O ensaio aconteceu nos meses de agosto a novembro de 2010. O clima pela
classificacao internacional de Koppen, foi caracterizado como tropical do tipo AWa
com chuvas de verdo e inverno relativamente seco, a altitude local é de 595 m, a
21°15"22” de latitude sul, 48°18“58” de longitude oeste.

Foram utilizados 10 novilhos castrados da raca Nelore, canulados no rimen e
duodeno, com peso médio de 292+28 kg. Os animais recebiam suplementacao
diaria no cocho a 1% do peso corporal as 08h00 da manha. Durante os periodos de
coletas os animais eram transferidos para um piquete anexo e suplementados via
infusdo ruminal, duas vezes ao dia as 07h00 e as 12h00. Neste ensaio, 10 dias

foram destinados a adaptacao e 8 as coletas.

2.2.Descri¢ao dos tratamentos e dietas

Foram avaliados um suplemento controle (suplemento proteico-energético
sem fonte adicional de gordura) e quatro suplementos com fontes adicionais de
lipidios (6leo de palma, Oleo de linhaca, sais de calcio de dleo de soja - Lactoplus® e
soja grao), totalizando cinco tratamentos. De acordo com descricdo do fabricante o
produto Lactoplus® € uma gordura protegida da degradacdo ruminal, fabricado a
partir de acidos graxos de Oleo de soja que passam por um processo de
saponificacdo, formando sais de calcio de acido graxo de cadeia longa. Os niveis de
garantia citados séo: gordura total 82,0% min.; calcio 10% max.; umidade (%) 5,0
max. e energia metabolizavel de 6,39 Mcal/kg.

Os suplementos foram formulados para atingir 10% de extrato etéreo na
matéria seca, a composicdo dos ingredientes e nutrientes de cada suplemento estéao

expressos na Tabela 1.

2.3.Consumo e digestibilidade
A avaliacdo do pasto ingerido pelos animais foi realizada por intermédio de
simulacdo manual de pastejo, no nono dia de cada periodo experimental (Tabela 2).

As amostras foram secas sob ventilacdo forcada (55°C), processadas em moinho de
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facas (1 mm) e posteriormente compostas, com base no peso seco por periodo

experimental.

Tabela 1. Composi¢cao centesimal dos ingredientes e nutrientes nos suplementos
com base na matéria seca.

Suplementos
Ingredientes (kg) CO PA LI GP SG
Milho moido 75,5 65,5 65,5 64,5 57
Farelo de soja 20 22 22 22 0
Oleo de palma 0 8 0 0 0
Oleo de linhaga 0 0 8 0 0
Sais de célcio® 0 0 0 9 0
Soja gréao 0 0 0 0 40
Ureia 1,5 1,5 1 1 0
Suplemento mineral® 3 3 3 3 3
Nutrientes
Matéria seca® 88,00 89,00 89,00 89,00 89,00
Matéria organica* 94,24 94,19 94,26 92,04 93,71
Matéria mineral* 5,76 5,81 5,74 7,96 6,29
Proteina bruta* 21,96 21,91 21,35 22,39 22,37
Extrato etéreo” 4,10 10,39 9,38 9,67 11,57
FDN*° 12,60 11,86 14,91 11,76 12,89
CHOT*® 68,18 61,89 63,52 59,99 59,77
CNF*’ 58,39 52,89 51,59 51,15 47,09
Lignina4 1,14 2,31 2,30 2,77 3,02
NDT?® 92,15 98,74 96,53 95,27 95,96

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaga, GP=sais de célcio, SG= Soja grao

1’Lactoplus@; ZNucleo comercial Bellman, Bellboi (Ca, 160g; P, 40g; Mg, 5g; S, 40g; Na, 160g; Cu, 945mg; Mn,
730mg; Zn, 3500mg; I, 70mgs; Co, 56mg; Se, 18mg; F(max) 400mg); 3/Porcentagem; 4/Porcentagem da MS;
*Fibra em detergente neutro; 'carboidratos totais = 100 — (%PB + %EE + %cinzas); "'Carboidratos nao fibrosos
=100 — [(%FDN +%EE +%cinzas)+ (%PB-%PBu)+(%uréia)]; ¥Nutrientes digestiveis totais segundo NRC 2001.

As amostras de pasto obtidas via simulacdo manual de pastejo, suplementos
e fezes foram avaliados quanto aos teores de matéria seca MS (934.01) e matéria
organica (MO; 942.05) de acordo com recomendacfes da AOAC, (1995).

Os teores de extrato etéreo (EE) nos suplementos e forragem foram
determinados pela metodologia do EE &cido (954.02) enquanto que os valores de
EE nas fezes foram determinadas pela metodologia tradicional de extracdo em éter
(920.39) ambas de acordo com recomendacfes da AOAC, (1995). Os teores de

fiora em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente éacido (FDA) foram
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determinados pelos métodos propostos por VAN SOEST et al. (1991) usando o
ANKOM Fiber Analyser (ANKOM® 2000 Technology Corporation, Fairport, NY). A
fracdo proteina bruta (PB) foi obtida por condutividade térmica utilizando-se o
equipamento Leco®, modelo FP-528 (Leco Corporation, Michigan, USA). As
correcdes no tocante aos teores de cinzas e proteina contidos na FDN e FDA foram
conduzidas conforme recomendacdes de MERTENS (2002) e LICITRA et al., (1996),

respectivamente.

Tabela 2. Composicéo quimica do pastejo simulado do capim-xaraés entre Agosto e
Novembro de 2010

Periodos
1 2 3 4 5
MS, % 51.20 56,90 53,09 46,6 45,0
MO, %" 89,87 91,17 90,83 91,43 91,39
PB, %' 12,81 10,55 8,28 15,72 15,17
FDN, %" 61,98 60,94 61,40 49,16 58,04
FDNcp, %* 55,38 54,02 54,94 43,06 51,67
FDA, %' 32,68 32,18 35,10 26,69 29.86
Lignina, %* 7,93 9,90 8,58 9,95 8,95
EE, %' 3,20 3.67 3,73 2.93 3,21
PIDN, %° 5,77 6,23 5,65 5,74 6,01
PIDA, %° 1,62 1,54 1,91 1,41 1,58

1 9% da MS; “% da PB; MS=matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; FDN= fibra em detergente
neutro; FDNcp= FDN corrigida para cinzas e proteina; FDA = fibra em detergente &cido; EE= extrato etéreo;
PIDN = proteina insolivel em detergente neutro; PIDA = proteina insolivel em detergente acido.

Os teores de CNF foram obtidos segundo HALL (2000):

CNF = MO — [EE + FDNcp + (PB — PBu +U)] (2);
em que: CNF = teor de carboidratos néo fibrosos (%); MO = teor de matéria
organica; EE = teor de extrato etéreo (%); FDNcp = teor de fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (%); PB = teor de proteina bruta; PBu = teor
de proteina bruta a partir da uréia (%); U = teor de uréia (%).

A estimativa do consumo individual foi realizada com base na utilizacdo de
dois indicadores, estimando a producéo fecal e o consumo de pasto. Para estimativa
da producéo fecal utilizou-se a LIPE® (lignina isolada, purificada e enriquecida do
Eucalyptus grandis), fornecida durante cinco dias, com coletas de fezes realizadas

durante trés dias, a partir do terceiro dia de fornecimento. Amostras compostas de
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fezes foram enviadas a Universidade Federal de Minas Gerais para a estimacdo da
producdo de matéria seca fecal a partir de dois métodos de leitura da LIPE®
conforme descrito por SALIBA & ARAUJO (2005). O consumo de pasto foi estimado
com base nos dados de producéo fecal utilizando a FDA indigestivel (FDAI). Para
estimacédo do teor de FDAI nas fezes, nas amostras de pasto e nos suplementos,
foram realizadas incubacdes in situ por 240 horas como sugerido por CASALI et al.
(2008) e posterior extracdo com detergente acido como descrito por VAN SOEST et
al. (1991). A energia bruta (EB) foi determinada em bomba calorimétrica adiabatica
PARR Instruments®. Os valores de energia digestivel (ED) foram obtidos a partir do
coeficiente de digestibilidade da energia bruta (EB). A energia metabolizavel (EM) foi
calculada conforme a formula descrita por SNIFEN et al., (1992) e NRC (1996).

EM = 0,82 ED (2);

A extracdo dos acidos graxos nos alimentos (Tabela 3) foi realizada de
acordo com o método de FOLCH et al. (1957) e de metilacéo realizada de acordo
com KRAMER et al., (1997). Os acidos graxos foram quantificados por cromatografia
gasosa (GC Shimatzu modelo 20-10, com inje¢cdo automatica), usando coluna
capilar SP-2560 (100 m x 0,25 mm de diametro com 0,02 mm de espessura,
Supelco, Bellefonte, PA).

Durante o processo de identificacdo foram utilizados quatro padrdes: standard
C4-C24 de acidos graxos (Supelco ® TM 37), acido vacénico C18:1 trans-11 (V038-
1G, Sigma®), C18 CLA:2 trans-10, cis-12 (UC-61M 100mg), CLA e C18:2 cis-9,
trans-11 (UC-60M 100mg), (NU-CHEK-PREP EUA ®).

2.4. Parametros ruminais

A amostragem do fluido ruminal foi realizada as 0, 3, 6, 9, 12 e 15 horas. O
tempo zero correspondeu a amostragem antes da primeira infusdo ruminal do
suplemento, que ocorreu as 07h00. Os demais tempos de amostragem
corresponderam as horas ap0s a primeira infusédo. A coleta do material ruminal, para
determinacdo do pH, amoénia e acidos graxos de cadeia curta (AGCC) foi feita na
interface das fases liquida e sdlida. As aliquotas foram filtradas, submetidas a
analise em peagametro digital, acondicionadas em recipiente de plastico,

identificadas e congeladas a -20°C, para posterior andlise de AGCC por
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cromatografia gasosa. Outra aliquota de fluido ruminal foi acidificada (1 ml de H,SO,4
1:1 para 50 ml de amostra) e armazenada a -20°C, para andlises de N-amoniacal
ruminal.

A concentracdo de N amoniacal ruminal foi estimada pelo sistema micro
Kjeldahl, sem digestédo acida e utilizando-se como base para destilagdo o hidroxido

de potassio (2N).

Tabela 3. Perfil dos acidos graxos (g/100g de acido graxo) nas fontes lipidicas,
forragem e suplementos

Fontes
PA LI GP SG Forragem
C6:0 (Caproico) 0,15 0,00 3,69 0,00 0,00
C8:0 (Caprilico) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28
C10:0 (Céprico) 3,33 0,00 0,00 0,00 0,39
C12:0 (L&urico) 51,55 0,14 6,71 0,00 0,69
C14:0 (Miristico) 17,13 0,00 0,00 0,00 1,46
C15:0 (Pentadecanoico) 0,00 0,00 0,00 7,54 0,71
C16:0 (Palmitico) 8,46 6,00 0,00 0,00 37,94
C18:0 (Estearico) 1,68 4,69 18,93 6,90 8,17
C18:1(Oleico) 15,31 20,10 53,35 24,09 37,87
C18:2 (Linoleico) 2,39 13,49 17,32 56,01 9,69
C20:0 (Araquidico) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,05
C18:3 (linolénico) 0,00 55,58 0,00 5,47 1,05
AGS 82,30 10,83 29,34 14,44 51,01
AGI 17,70 89,17 70,66 85,56 39,30
Suplementos
CO PA LI GP SG
C6:0 (Caproico) 0,00 0,11 0,00 2,70 0,00
C8:0 (Caprilico) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C10:0 (Céprico) 0,00 2,43 0,00 0,00 0,00
C12:0 (Laurico) 0,00 37,66 0,10 4,91 0,00
C14:0 (Miristico) 0,14 12,56 0,04 0,04 0,02
C15:0 (Pentadecanoico) 0,00 0,00 0,00 0,00 5,87
C16:0 (Palmitico) 10,36 8,98 7,18 2,79 2,27
C18:0 (Esteérico) 3,68 2,21 4,41 14,83 6,21
C18:1 (Oleico) 21,78 17,06 20,56 44,87 23,55
C18:2 (Linoleico) 48,90 14,92 23,03 25,81 54,43
C18:3 (linolénico) 4,76 1,27 41,88 1,27 5,34
AGS 46,34 72,62 20,40 33,91 21,49
AGI 53,66 27,38 79,60 66,09 78,51

AGS= acidos graxos saturados; AGI = acidos graxos insaturados
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2.5.Cinética das particulas fibrosas e perfil de degradacdo da FDN

Do décimo primeiro ao décimo sexto dia de cada periodo experimental
realizou-se o procedimento para avaliacdo da cinética de transito gastrintestinal de
particulas fibrosas, baseado no fornecimento de indicador externo, em
procedimentos de dose Unica (ELLIS et al., 1994). Amostras de pastejo simulado
foram utilizadas para producéo de fibra mordantada com itérbio de acordo com os
procedimentos descritos por VEGA et al. (1998).

Aproximadamente 50g de fibra mordantada foram infundidas no ramen dos
animais as 07h00. Amostras de fezes foram coletadas do reto dos animais as 0, 3, 6,
9, 12, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas apds a administracdo do marcador. As
amostras foram secas em estufa (55°C/72horas) e processadas em moinho de facas
a 1lmm. Simultaneamente a avaliacdo de transito de particulas, incubacodes in situ
foram realizadas para estimar os parametros de degradacao da fibra em detergente
neutro (FDN). Amostras de pastejo simulado foram processadas a 1mm e
acondicionadas em saquinhos de tecido-nao-tecido (TNT, 100 g/m?) em uma relacdo
de 20mg de MS/cm? de superficie do tecido. As amostras foram incubadas, em
duplicata, no ramen de cada animal usando os seguintes tempos de incubacao: 0, 3,
6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas. Ap0s a incubacao os saquinhos foram
lavados com agua corrente e secos (55°C). A FDN residual foi determinado usando
o equipamento ANKOM Fiber Analyser (ANKOM® 2000 Technology Corporation,
Fairport, NY).

As amostras de fezes foram analisadas quanto ao teor de MS (934.01; AOAC,
1995) e itérbio (VEGA et al., 1998). Os parametros da cinética de transito foram
estimados por intermédio do ajustamento a curva de excrecao fecal do indicador
pelo modelo gama-2-tempo-dependente descrito por ELLIS et al. (1994):

Ci =Zx(t-1)xyxexp[-y X (t- T)] (3);
em que: C; = concentracao fecal do indicador no tempo “t” (ppm); t = tempo apds o
fornecimento do indicador (h); y = parametro de taxa tempo-dependente relativo ao
fluxo ruminal de particulas (h™); Z = parametro sem interpretacdo bioldgica direta
(ppm.h); e T = tempo decorrido entre a aplicagdo e o aparecimento do indicador nas

fezes ou tempo de transito intestinal (h).
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A estimativa dos tempos médios de retencdo no ramen-reticulo e no trato

gastrointestinal total foram estimados pelas equacdes, segundo ELLIS et al. (1994):
TMRR = (4);

TMRT = TMRR + t (5);

em que: TMRR = tempo médio de retencdo no rumen-reticulo (h); TMRT = tempo

médio de reten¢do no trato gastrointestinal total; y e T como definidos anteriormente.
O perfil de degradacéo da FDN foi avaliado de acordo com o modelo logistico

de VAN MILGEN et al. (1991):

Rt =Xx1+2A+t)Xxexp(—Axt)+ U

(6);

em que: R; é o residuo ndo degradado no tempo “t” (%), U é a fracdo indegradavel

(%), e A é a taxa comum de laténcia e degradagao (h™).

A laténcia discreta foi estimada de acordo com VIEIRA et al. (1997):

R(0)— R ()
R (t))

em que LAG é a laténcia discreta (h), R(0) € o residuo ndo degradado da FDN no t =

LAG = + t (7);

0, R(t) € o residuo ndo degradado da FDN no ponto de inflexdo do perfil de
degradacgao (%), R'(t) é a derivativa matematica do perfil de degradagéo no ponto de
inflexdo (taxa maxima de degradacéo) (h™), e ti é o tempo no ponto de inflexdo (h)

Os valores de t;foram obtidos de acordo com VIEIRA et al. (1997):
(8);

A fracdo efetivamente degradada da FDN foi estimada usando uma

adaptacédo das sugestdes de JRSKOV & MCDONALD (1979):

FEDT = lim, o, f, [ f(£) x (=50 dt

(9);

em que FEDT é a fracdo efetivamente degradada da FDN (%), e f(t) a funcao
matematica que descreve o transito de solidos no rumen. A fungao f(t) foi obtida por
reparameterizacdo de (3), onde o perfil de excrecdo foi mudado de particulas
emergentes para particulas residentes (Ellis et al., 1994):

fO=>0A-y+t)xexp (—y Xt)

(10);
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2.6. Microbiologia

A identificacdo e a quantificacdo dos protozodarios dos géneros de ciliados
foram realizadas em camara Sedgewick-Rafter, segundo DEHORITY (1984), com
modifica¢des propostas por D'’AGOSTO & CARNEIRO (1999).

Para a quantificacdo das metanogénicas e bactérias celuloliticas foi utilizado
o fluido ruminal de 5 novilhos de um mesmo quadrado latino utilizado nas demais
avaliacdes (quadrado latino simples 5x5). Foi utilizado o protocolo de extracdo de
DNA “Fast spin kit for soil “da MP Bio®, de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para a quantificacdo relativa da quantidade de copias do gene 16S das
espécies alvo foi realizada uma reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (g-
PCR) usando o sistema de deteccdo Applied Biosystems Prism 7500 e tecnologia
SYBR green (Applied Biosystems®). A tecnologia SYBR green consiste no emprego
de uma molécula fluorescente nos kits de amplificacdo que emitem sinal de
fluorescéncia ao intercalar com DNA dupla fita. O corante ROX foi usado como
referéncia passiva do equipamento.

As condicdes para a amplificacdo empregadas foram: um ciclo inicial de 2 min
a 50°C, 1 ciclo de 10 min a 95°C seguidos de 40 ciclos de 15 seg a 95°C
(desnaturacéao) e 1 min a 60°C (anelamento e extensdo). Os valores de emissao de
fluorescéncia foram determinados ao término de cada ciclo. A quantificacdo relativa
baseia-se na frequéncia relativa das espécies de interesse em comparagcao com um
gene gue represente a quantidade total de bactérias presentes no liquido ruminal,
neste caso, o primer escolhido para amplificacdo do gene ‘Housekeeping’ foi um
primer universal para bactérias, que amplifica uma regido do gene 16S. Desta forma,
0s resultados estao expressos como proporcdo do rDNA 16S bacteriano, de acordo
com a equacao:
Quantificacao relativa = 27(Cttget - Ctiotal bactéria) (11);
onde Ct representa o ciclo em que cada curva de amplificacdo passa pelo limiar
(threshold).
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Os conjuntos de primers para bactérias totais, metanogénicas, F.
succinogenes, R. flavefaciens e R.albus estédo listados na Tabela 4, como descrito
por DENMAN & McSWEENEY (2006) e MOSONI et al. (2007).

Tabela 4. Conjunto de primers utilizados na quantificacdo relativa de bactérias
celuloliticas e metanogénicas por intermédio de g-PCR

Espécies alvo Forward primer Reverse primer Bp'
General bacteria® CGGCAACGAGCGCAACCC CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC 130
F. succinogenes? GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA CGCCTGCCCCTGAACTATC 121
R. flavefaciens? _CI_ZSQQCGGAGATAATTTGAGTTTACT gggTCTCTGTATGTTATGAGGTATT 132
R.albus® CCCTAAAAGCAGTCTTAGTTCG CCTCCTTGCGGTTAGAACA 175
Metanogénicas® TTCGGTGGATCDCARAGRGC GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC 140

Tamanho do amplicon em pares de bases; “Denman & McSweeney (2006); *Mosoni et al. (2007); “Denman et
al. (2007)

Apoés a avaliacdo dos resultados obtidos para producdo de metano entérico
(Capitulo 2) e perfil de acidos graxos na carcaca (Capitulo 3) realizou-se uma
analise de diversidade microbiana no material ruminal dos animais suplementados
sem fonte adicional de lipidio e com 6leo de linhaca, visto que o 6Oleo de linhaca
apresentou os resultados mais relevantes para essas variaveis. Para a construcao
das bibliotecas de diversidade 16S para bactérias e metanogénicas foi utilizado
pirosequenciamento com a técnica modificada de marcacdo com codigo de barras
em duas etapas (CARCER et al., 2011). A primeira PCR foi realizada por um
conjunto de primers alvo-especifico (A340F/A1000) sob as seguintes condigfes:
94°C por 2 minutos, seguido de 32 ciclos de 94°C por 10 segundos, 57°C por 45
segundos e 72°C por 45 segundos; e um passo de alongamento final a 72°C durante
10 minutos. Os produtos foram limpos com Exol / CIP, e os primers com os c6digos
de barra foram aplicadas na segunda PCR utilizando o produto purificado (17uL) da
primeira PCR. As condi¢cbes da segunda PCR foram: 95°C por 2 minutos, seguido
por 10 ciclos de 95°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos e 68°C por 1 minuto e
uma extenséo final a 68°C por 10 min. Apés a segunda PCR de todos os amplicons
das diferentes amostras foram normalizados usando Quantity one, Bio-Rad Gel Doc
2000 imaging system (Bio-Rad, CA, USA®). Assim, os produtos mistos de PCR
foram isolados a partir do gel de agarose e purificado usando o kit MinElute

(Qiagen®). O produto final foi sequenciado usando o equipamento FLX Roche 454®.
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Em seguida as sequéncias foram comparadas com as depositadas no banco de
dados publico National Center for Biotechnology Information (NCBI -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool).

2.7.Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado nas avaliagbes de consumo,
digestibilidade, protozoarios, parametros ruminais e cinética de degradacédo da fibra
foi um duplo quadrado latino 5x5 com cinco fontes de suplementos, dez animais e
cinco periodos experimentais. Para a quantificacdo das metanogénicas e bactérias
celuloliticas foi utilizado um quadrado latino 5x5 com cinco tratamentos, cinco
animais e cinco periodos experimentais. Os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo procedimento PROC MIXED do SAS (2004). Diferencas entre os
tratamentos foram consideradas significativas quando P<0,05.

Nas avaliacbes de consumo, digestibilidade, protozoarios e populagéo
microbiana (g-PCR) o modelo estatistico utilizado foi:

Yijk=p+ Ti + Pj + Ak +¢ijk €ijk~iidN(0,02)

onde: Yjk=consumo ou digestibilidade pertencente ao tratamento i do periodo
j do animal k ; y=média geral; Ti = efeito fixo do tratamento i; Pj = efeito aleatorio do
periodo j; Ak = efeito aleatorio do animal k; eijk= erro experimental.

Nas avaliacbes de pH, amoénia e acidos graxos de cadeia curta o0 modelo
estatistico utilizado foi:

Yijk = y+ Ti + Pj + Ak +CI +(TC)il + €ijkl €ijkl ~iidN(0,02)

onde: Yijk = consumo ou digestibilidade pertencente ao tratamento i do
periodo j do animal k ; y=média geral; Ti = efeito fixo do tratamento i; Pj = efeito
aleatorio do periodo j; Ak = efeito aleatorio do animal k; Cl = efeito do tempo de
coleta; (TC)il = interagao entre tempo e tratamento; ¢ijkl= erro experimental.

Nos parametros de cinética de transito e degradacdo da fibra as fontes
lipidicas contidas em cada suplemento foram usadas como variaveis independentes,
para a interpretacdo dos efeitos de tratamento. As comparagfes entre tratamentos
foram conduzidas com auxilio de técnicas de regressdo e correlacdo lineares

(MYERS, 1990). Todos os procedimentos de regressdo nao-linear aplicados ao
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ajustamento do modelo foram conduzidos segundo o algoritmo interativo de Gauss-
Newton (SOUZA, 1998).

Finalmente, os dados de diversidade foram analisados com relacdo aos
componentes principais (PCA) usando o programa Quantitative Insights Into
Microbial Ecology — QIIME (CAPORASO et al., 2010). Diferengas entre tratamentos

e animais foram testadas pelo teste de Monte-Carlo.

3. RESULTADOS

Os consumos de MS, MS em % do peso corporal, MS de pasto, MO, PB,
FDN, FDN em % do peso corporal e EB foram superiores (P<0,05) nos animais
recebendo suplemento controle em comparagcdo aos que receberam suplemento
com Oleo de palma, gordura protegida e soja grao. O consumo de EE nao diferiu
(P>0,05) entre os animais suplementados com fontes lipidicas, apresentando
consumo medio de 442 g de extrato etéreo por dia, enquanto que 0s animais
suplementados sem fonte adicional de gordura consumiram 270 g de EE/dia.
Observou-se maior (P<0,05) consumo de ED e NDT nos animais do tratamento
controle em relagéo aos suplementados com 0Oleo de palma e soja grdo. O consumo
de acidos graxos saturados foi 52% maior (P<0,05) para os animais que receberam
Oleo de palma do que o consumo medio dos outros tratamentos (Tabela 5).

Animais suplementados com soja grdo consumiram mais (P<0,05) acidos
graxos insaturados, seguidos pelos animais alimentados com 6leo de linhaca e
gordura protegida. Os suplementos controle e com Oleo de palma apresentaram o
menor (P<0,05) consumo de acidos graxos insaturados, ndo diferindo (P>0,05) entre
Si.

O consumo dos acidos saturados laurico e miristico e palmitico foi maior
(P<0,05) nos animais suplementados com 6leo de palma, embora o consumo de
C16:0 nado tenha diferido (P>0,05) dos tratamentos controle e 6leo de linhaca. Os
acidos estearico e oleico apresentaram maior (P<0,05) consumo para 0s animais
suplementados com gordura protegida. A ingestao de linoleico foi superior (P<0,05)

nas dietas com soja grao e a de linolénico nas dietas com Gleo de linhaca.
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As fontes lipidicas apresentaram efeitos (P<0,05) na digestibilidade da MS e
FDN (Tabela 6). Animais suplementados sem fonte adicional de gordura (CO)
apresentaram maior (P<0,05) digestibilidade aparente da MS em comparagédo aos
gue recebiam 6leo de palma no suplemento. A digestibilidade da MS em LI, GP e
SG néo diferiu (P>0,05) dos demais suplementos. As digestibilidades da MO e PB
nao foram diferentes (P>0,05) entre as fontes lipidicas avaliadas. O coeficiente de
digestibilidade da FDN foi menor (P<0,05) com a suplementa¢édo de éleo de palma

em relacdo aos tratamentos CO, GP e SG.

Tabela 5. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para consumo de matéria seca, MS
de pasto, nutrientes e acidos graxos de novilhos Nelores sob pastejo em
pastagem de capim-xaraés

Suplementos Valor-
Consumo co BA T Gp SG EPM P
Kg/dia
MS 8,17a 6,54b 7,46ab 6,83b 6,71b 0,365 0,004
MS de pasto 5,26a 3,60b 4,49ab 3,91b 3,80b 0,352 0,002
MO 7,55a 6,08b 6,90ab 6,27b 6,20b 0,328 0,004
PB 1,35a 1,14b 1,18ab 1,13b 1,11b 0,077 0,005
EE 0,27b 0,46a 0,43a 0,41a 0,47a 0,022 <0,001
FDN 3,38a 2,45b 3,01ab 2,61b 2,60b 0,224 0,001
NDT 4,74a 3,42b 4,13ab 3,52ab 3,45b 0,309 0,017
% Peso corporal
MS 2,81a 2,24b 2,54ab 2,35b 2,31b 0,131 0,006
FDN 1,16a 0,84b 1,02ab 0,89b 0,90b 0,081 0,004
Mcal/dia
EB 35,87a 28,71b  32,75ab  30,01b 29,47b 1,601 0,004
ED 20,93a 15,08b 18,19ab 15,51ab 1523b 1,363 0,017
g/dia

AGS 143,10b 303,06a 133,22b 162,63b 137,06b 10,508 <0,001
AGI 131,75d 146,74d 279,38b 238,17c 314,89a 9,472 <0,001
C12:0 (Laurico) 11,84c 125,39a 13,09c 22,91b 8,71c 2,097 <0,001

C14:0 (Miristico) 2,67b 40,45a 2,30b 2,02b 1,91b 0,610 <0,001
C16:0(Palmitico) 77,54ab 88,73a 76,99ab 57,63b 55,58b 7,374 0,014
C18:2(Estearico) 18,43c 19,94c 24,54bc 52,59a 31,290 1,776 <0,001
C18:1(Oleico) 91,10c 113,12bc 114,14bc 176,38a 127,40b 7,824 <0,001
C18:2(Linoleico) 75,21b 60,95c 77,48b 8559 196,14a 3,699 <0,001

C18:3(Linolénico) 7,46¢C 5,56¢ 118,22a  5,069c 19,25b 1,529 <0,001

MS= matéria seca; MO= matéria organica; PB= proteina bruta; EE = extrato etéreo; FDN= fibra em detergente
neutro; NDT = nutrientes digestiveis totais; EB=energia bruta; ED=energia digestivel; AGS= &cidos graxos
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saturados; AGl=acidos graxos insaturados; CO= Controle, PA= dleo de palma, LI= Oleo de linhaga, GP=Gordura
protegida, SG= Soja grdo. Médias seguidas de mesma letra na linha, nao diferem entre si, pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade.

Tabela 6. Médias de minimos quadrados, erro padrdo da média (EPM) e niveis
descritivos de probabilidade (Valor-P) para digestibilidade aparente total da
matéria seca e dos nutrientes em novilhos Nelores sob pastejo em
pastagem de capim-xaraés

Suplementos
P EPM Valor-P

Digestibilidade

CO PA LI GP SG
CDMS 57,99a 51,11b  55,83ab 53,94ab 54,45ab 1,415 0,030
CDMO 60,48 55,28 58,84 58,29 57,72 1,546 0,234
CDPB 66,90 56,33 54,72 56,42 59,66 4,095 0,053
CDFDN 50,35a 37,34b  46,26ab  52,82a 50,6la 2,730 0,001
CDEE 57,48b 75,31a 70,05a 68,79a 70,26a 2,20 <0,001

CDMS-=coeficiente de digestibilidade da matéria seca; CDMO= coeficiente de digestibilidade da matéria organica;
CDPB= coeficiente de digestibilidade da proteina bruta; CDFDN= coeficiente de digestibilidade da fibra em
detergente neutro; CDEE= coeficiente de digestibilidade do extrato etéreo. CO= Controle; PA= 6leo de palma;
LI= Oleo de linhaca; GP=Gordura protegida; SG= Soja grdo. Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo
diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Na avaliacdo do pH ruminal néo foi verificado efeito de tratamento (P>0,05) ou
de interacdo entre tratamentos e tempo de amostragem (P>0,05), observando-se
valores meédios de 6,11; 6,07; 6,15; 6,11; e 6,07 para os suplementos controle,
palma, linhaca, gordura protegida, e soja grdo, respectivamente. As sub-parcelas
(tempos) foram submetidos a analise de regressdo em funcdo do tempo de
amostragem, ajustando-se a uma equacdo quadratica, com pH minimo de 5,81 as
13h10 (Figura 1).

6,8

y =6,6843 - 0,1288T + 0.0048T2
R2 = 0,98905

pH
(o))
w
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Figura 1. Estimativas do pH ruminal, em funcdo dos tempos (T) de coleta no periodo
seco.

A andlise da concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) apresentou
efeitos significativos para tratamentos (fontes lipidicas) (P<0,05), tempo de
amostragem (P<0,05) e interacdo tratamento e tempo de amostragem (P<0,05).
Assim, procedeu-se as andlises das médias de concentracdo de cada suplemento
dentro de cada tempo de coleta (Tabela 7). N&o se observou diferenca (P>0,05) na
concentracdo de NAR entre os tratamentos nos tempos 0, 12 e 15h. Logo apos a
primeira suplementacdo do dia (3h) observou-se maior concentracdo (P<0,05) de
NAR nos animais suplementados com 6leo de palma, 6leo de linhaca, e gordura
protegida. A inclusdo de soja gréo na dieta resultou nos menores valores de NAR
(P<0,05) neste horario. Seis e 9 horas apdés a primeira suplementacdo a
concentracdo de NAR permaneceu maior (P<0,05) nos novilhos que receberam 0leo
de palma, mas somente em relagcdo aos que receberam o suplemento sem fonte

adicional de gordura e soja grao.

Tabela 7. Médias de minimos quadrados e respectivos erros padroes da meédia
(EPM) obtidas para N-NH3 (mg/dL) do liquido ruminal de animais
suplementados com diferentes fontes de Oleo em pasto de Brachiaria
brizantha cv. Xaraés no periodo seco.

Tempo Suplementos
h) co PA LI GP sg  EPM  Valor-P
0 6,76 7,18 6,50 9,00 10,06 1,187 0,203
3 19,63b 26,08a 27,70a 26,52a 12,20c 2,426 <0,001
6 6,96b 17,07a 11,76ab  10,86ab 8,12b 2,371 0,002
9 17,22bc 26,45a 24,40ab  18,54abc 10,94c 3,685 <0,001
12 14,17 18,83 13,85 20,47 13,27 3,863 0,411
15 11,62 18,73 14,50 14,68 9,55 3,771 0,168

CO= Controle, PA= dleo de palma, LI= Oleo de linhaca, GP=Gordura protegida, SG= Soja grdo. Médias seguidas
de mesma letra na linha, nédo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Na avaliacdo da concentracdo dos acido graxos de cadeia curta (AGCC) néo
se observou efeito de interacdo entre tratamentos e tempo de amostragem (P>0,05).
A concentracdo de acetato, quando expressa em mM foi menor (P<0,05) nos
animais suplementados com soja grdo em comparacao aos suplementados sem
fonte adicional de lipidio. Porém, quando expressa em relacdo aos AGCC (totais),

este suplemento conferiu propor¢cées semelhantes (P>0,05) aos suplementos
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controle, com 6leo de linhaca e gordura protegida, sendo superior (P<0,05) apenas
ao suplemento com 6leo de palma. Por outro lado, o 6leo de palma conferiu maiores
proporgdes de propionato (P<0,05), em relagdo aos tratamentos controle, gordura
protegida e soja grdo. A concentracao total de AGCC foi maior para palma em
relacdo a soja grdo (P<0,05) enquanto que a relagdo acetato:propionato (A:P) foi
menor nos animais suplementados com 6leo de palma e 6leo de linhaga (P<0,05)
(Tabela 8).

Tabela 8. Médias obtidas para concentracdo de acidos graxos de cadeia curta e
relagdo acetato:propionato do liquido ruminal de animais suplementados
com diferentes fontes de 6leo em pasto de Brachiaria brizantha cv, Xaraés
no periodo seco

Suplementos

EPM Valor-P

CO PA LI GP SG
Acetato (mM) 79,8la 76,06ab 76,35ab 74,09ab 71,28b 4,6149 0,0173
Acetato (%) 67,51ab 64,30b 67,22ab 67,00ab 68,47a 0,9834 0,0194

Propionato (mM) 23,73 34,95 25,54 27,77 22,56 4,0536 0,0661
Propionato (%) 20,02b 24,86a 22,38ab  21,71b 21,06b 0,9457 0,0005
Butirato (mM) 16,47a 1297ab 12,06ab 12,70ab 11,24b 1,2756 0,0305

Butirato (%) 12,43 10,82 10,46 11,35 10,43 0,5716 0,0849
AGCC(mM) 119,77ab 124,28a 114,10ab 114,65ab 105,53b 8,3180 0,0361
AP 3,41a 2,90b 3,02b 3,35a 3,30a  0,1098 <0,0001

AGCC = acidos graxos de cadeia curta; A:P = relagdo acetato propionato; CO= Controle, PA= ¢leo de palma, LI=
Oleo de linhaga, GP=Gordura protegida, SG= Soja grao. Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem
entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Foi observada diferenca significativa (P<0,05) para o parametro de taxa
tempo-dependente relativo ao fluxo ruminal de particulas (y), mas nao (P>0,05) para
o tempo decorrido entre a aplicagdo do indicador e seu aparecimento nas fezes (T)
(Tabela 9). O Oleo de palma e a gordura protegida retardaram o fluxo ruminal de
particulas em relacdo ao tratamento sem inclusao de lipidios e como consequéncia
elevaram o tempo médio de retencdo no ramen-reticulo e no trato digestivo total.

A taxa comum de laténcia e degradacao (A) foi diferente (P<0,05) entre os
tratamentos (Tabela 10). A suplementacdo com Oleo de palma resultou em
decréscimo de 75% na A, quando comparado ao tratamento controle.

Nos parametros secundarios da degradacdo da fibra (Tabela 11), a fracéo
efetivamente degradada da FDN (FEDT), a fracdo efetivamente degradada da FDN

potencialmente degradavel (FED) também foram menores nos animais
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suplementados com Oleo de palma, enquanto que laténcia discreta (LAG) foi
superior para esse tratamento. Na quantificacdo da populacdo de protozoarios
procedeu-se a andlise estatistica somente para os valores transformados da
contagem total de protozoarios. A inclusdo de 6leo de palma também resultou em
diminuicdo na populagéo de protozoarios totais (P<0,05; Tabela 12).

Tabela 9. Médias de quadrados minimos dos parametros relativos ao fluxo ruminal
de particulas, tempo médio de retencdo no ramen-reticulo e tempo médio
de retencao no trato gastrointestinal.

Parametro

Suplementos Z Y T TMRR TMRT
CcoO 11,73 0,032 5,75 62,70 68,45
PA 10,51 0,019 6,95 108,11 115,06
LI 11,12 0,032 5,90 62,89 68,80
GP 11,52 0,02 6,74 85,47 92,21
SG 12,01 0,03 6,47 60,61 67,08
Valor - P - <0,001 0,875 - -

CO = Controle, PA= dleo de palma, LI= Oleo de linhaga, GP=Gordura protegida, SG= Soja grdo. y = taxa tempo-
dependente relativo ao fluxo ruminal de particulas (h™); Z = parametro sem interpretac&o bioldgica direta (ppm.h);
T = tempo decorrido entre a aplicagdo e o aparecimento do indicador nas fezes ou tempo de transito intestinal (h);
TMRR = tempo médio de retengdo no rdmen-reticulo (h); TMRT = tempo médio de retengdo no trato
gastrointestinal (h).

Tabela 10. Estimativa dos parametros do perfil de degradacdo da fibra em
detergente neutro de acordo com a suplementacao lipidica

Suplementos Parametro
B I A

CO 0,060+0,003
PA 0,021+0,001
LI 52,83+0,86 47,17+0,82 0,054+0,003
GP 0,056+0,003
SG 0,058+0,003
Valor-P - - <0,001

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaga, GP=Gordura protegida, SG= Soja grdo. B = fracéo
potencialmente degradavel da FDN (%); | = frac&@o indegradavel da FDN (%); A = taxa comum de laténcia e
degradacéo (h™)

Tabela 11. Estimativa dos parametros secundarios da degradacdo da fibra em
detergente neutro de acordo com a suplementacao lipidica

Suplementos

Parametro co PA LI GP SG

FEDT 38.14 28.92 37.05 42.23 35.78
FED 72.19 54.73 7012 79.93 67.73
LAG 4.70 13.42 503 4.86 522

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaca, GP=Gordura protegida, SG= Soja grdo. FEDT = frac&o
efetivamente degradada da FDN (%); FED = fragao efetivamente degradada da FDN potencialmente degradavel
(%); LAG= laténcia discreta (h).
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Na quantificagcdo das espécies de bactérias celuloliticas e metanogénicas
foram observados efeitos (P<0,05) nas populacbes de arquéias e Ruminococcus
albus (Tabela 13 e Figura 2). A inclusdo do 6leo de palma reduziu (P<0,05) a
proporcdo relativa de metanogénicas no ambiente ruminal (P<0,05). O 6leo de
linhaca e a gordura protegida também apresentaram reducdo na amplificacdo do

gene 16S das arquéias, mas somente em relacdo ao tratamento controle.

Tabela 12. Quantificacdo dos protozoarios ciliados no rumen de novilhos Nelore
canulados recebendo diferentes fontes lipidicas

Suplementos

Género CcO PA LI GP SG

Entodinium (n° x 10°%/ mL) 14,34 4,14 5,32 12,81 8,47
Epidinium (n° x 10°/ mL) 0,00 0,00 0,00 0,37 0,00
Dasytricha (n° x 10°/ mL) 0,12 0,01 0,24 0,33 0,01
Isotricha (n° x 10°/ mL) 0,10 0,01 0,21 0,08 0,09
Eremoplastron (n° x 10°/ mL) 0,06 0,01 0,01 0,10 0,01
Diplodinium (n° x 10°/ mL) 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00
Eudiplodinium (n°® x 10°/ mL) 0,02 0,03 0,03 0,08 0,00
Ostracodinium (n° x 10°/ mL) 0,01 0,00 0,01 0,02 0,01
Metadinium (n° x 10°/ mL) 0,16 0,11 0,03 0,03 0,07
Diploplastron (n° x 10°/ mL) 0,00 0,02 0,00 0,02 0,01
Elytroplastron (n° x 10°%/ mL) 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01
Protozodrios Totais (n° x 10°/ mL) 14,81 4,32 5,87 13,83 8,66
Protozoarios Totais (Iogm)l'2 6,13a 5,13b 5,58ab 6,08a 5,87a

"Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade,
2 P=0,0007; EPM= 0,1906; CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaca, GP=Gordura protegida, SG=
Soja gréo
A proporcdo de R.albus foi diferente apenas entre nos animais que
consumiram palma e soja grao (P<0,05), sendo maior nos animais suplementados
com soja grao e menor nos suplementados com 6leo de palma. A proporcdo das
outras espécies (Ruminococcus flavefasciens e Fibrobacter succinogenes) néo
foram alteradas (P>0,05) com a inclusdo das fontes lipidicas (Tabela 13 e Figura 2).
Na avaliacdo da diversidade de bactérias foram identificadas 43.483
sequéncias, agrupadas em 582 unidades taxonémicas operacionais (OTU’s). Dentre

as OTU’s identificadas 3,3% e 1,4% foram encontradas exclusivamente nas dietas



81

controle e com 6leo de linhaga, respectivamente. Para a diversidade de arquéias,
todas as 155 OUT’s identificadas estavam presentes em ambas as dietas (Tabela
14). Observou-se diferenca significativa (P=0,002) entre as dietas para a andlise de
distanciamento (teste de Monte-Carlo) para a comunidade bacteriana. Este efeito
ndo foi observado quando a populacdo de metanogénicas foi submetida a mesma
analise (P=0,494) (Figuras 3 e 4).

Tabela 13. Proporcdo relativa (%) de bactérias celuloliticas e arquéias
metanogénicas em funcdo das bactérias totais obtidas por PCR em

tempo real
co BA Suplelrjentos Gp sG EPM  Valor-P
Metanogénicas 1,92a 0,28c 0,98b 1,16b 1,27ab 0,202 0,001
R.albus 0,72ab 0,33b 0,64ab  0,85ab 1,00a 0,192 0,039
F.succinogenes 0,03 0,02 0,02 0,06 0,02 0,023 0,529
R.flavefasciens 0,13 0,04 0,07 0,11 0,14 0,057 0,461

CO= Controle, PA= 6leo de palma, LI= Oleo de linhaca, GP=Gordura protegida, SG= Soja gréo. Médias seguidas
de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

B Metanogénicas
M R. albus
F. succinogenes

M R. flavefasciens

Proporgao relativa as bactérias totais (%)

Figura 2. Proporcdo relativa das espécies de bactérias Ruminococcus albus,
Ruminococcus flavefasciens, Fibrobacter succinogenes e arquéias
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metanogénicas em fungcdo das bactérias totais obtidas por PCR em tempo
real.

Tabela 14. Numero de sequéncias e numero de unidades taxondémicas operacionais
(OUT’s) identificadas no nivel de espécie para bactérias e arquéias

Parametros Bactéria Arquéia

Total Controle Linhaca Total Controle  Linhaca
Sequéncias 43.483 20.989 22.494 30.179 14.389 15.790
OTU’s 582 574 563 155 155 155
Composicdo comum 555 555 155 155
Composigao Unica 19 8 0 0

A proporcgédo dos géneros Prevotella, Selenomonas e Ruminococcus foram de
28,4; 6,1 e 35 % e 34,0; 7,7 e 2,5 % para animais recebendo suplemento controle
ou com Oleo de linhaga, respectivamente (Figura 5). Os grupos de metanogénicas
predominantes na avaliacdo da diversidade de arquéias ruminais foram as
Methanobrevibacter, Methanosphaera e Thermoplasmatales (Rumen Cluster C). A
grande maioria (>85%) das OUT’s sequenciadas pertenciam a familia
Methanobacteriacae, entretanto, ndo foi possivel identificar a quais géneros

pertenciam essas OUT’s (Figura 6).

Figura 3. Analise dos componentes principais para diversidade de bactérias no
liquido ruminal de novilhos suplementados com linhaca (pontos azuis) ou
sem fonte lipidica (pontos vermelhos; P=0,002).
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Figura 4. Andlise dos componentes principais para diversidade de arquéias no
liquido ruminal de novilhos suplementados com linhaga (pontos azuis) ou
sem fonte lipidica (pontos vermelhos; P=0,494)

Figura 5. Diversidade bacteriana, obtida por pirosequenciamento, do liquido ruminal
de novilhos Nelore suplementados ou ndo com 6leo de linhaca.
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Figura 6. Diversidade das arquéias metanogénicas, obtida por pirosequenciamento,
do liquido ruminal de novilhos Nelore suplementados ou ndo com Oleo de
linhaca

4. DISCUSSAO

O maior consumo de MS e nutrientes na dieta sem inclusdo de fonte lipidica
estdo de acordo com resultados encontrados na literatura (BATEMAN & JENKINS,
1998; SHINGFIELD et al., 2010; WANAPAT et al., 2011) em que a redugcdo no
consumo foi observada com a inclusdo de &acidos graxos na alimentacdo de
ruminantes. Geralmente, reducdes no consumo com a inclusdo de acidos graxos
estdo associados a reducdes na digestibilidade, principalmente da fibra. Embora a
inclusdo de 6leo de palma, soja gréo e gordura protegida tenham afetado o consumo
de nutrientes, o efeito negativo na digestibilidade da MS e FDN apresentou-se
somente no tratamento com 6leo de palma (em relacdo a dieta controle).

Os acidos graxos insaturados possuem maior capacidade de afetar a
fermentacdo ruminal (JENKINS, 1993). Porém, dentre as fontes avaliadas, o 6leo de

linhaca aumentou o consumo de AGI sem afetar o consumo de MS. DOREAU et al.
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(2009) avaliou a inclusédo de gréo de linhaca, linhaca extrusada e 6leo de linhaga na
dieta vacas leiteiras utilizando silagem de milho como volumoso e também né&o
encontraram redugcdo no consumo e na digestibilidade em comparacdo com uma
dieta sem linhaca. Por outro lado, MARTIN et al. (2008), observaram reducao de 25
e 15 % no consumo de MS quando linhagca extrusada ou 6leo de linhaca foram
adicionados na dieta de vacas leiteiras, respectivamente.

Estudos apontam que a utilizacdo de fontes de Oleos saturados podem
amenizar os efeitos negativos dos acidos graxos sobre a fermentacdo ruminal
(WANAPAT et al., 2011), por se tratarem de moléculas mais estaveis. No entanto,
isso ndo foi observado nos resultados encontrados, uma vez que o 6leo de palma
possui o perfil mais saturado dentre as fontes avaliadas mas reduziu o consumo de
matéria seca e a digestibilidade da fibora. MANSO et al. (2006) também observaram
reducéo na digestibilidade da FDN com o aumento da inclusédo de 6leo de palma na
dieta de cordeiros. OTARU et al. (2010) que utilizaram niveis (0 a 16%) de oleo de
palma na dieta de caprinos verificou efeito linear decrescente no consumo de MS.

A reducdo na digestibilidade da FDN com a inclusdo do oOleo de palma
resultou em fluxo ruminal de particulas (y) 42% menor, taxa de laténcia e
degradacao (A\) 65% menor e uma retencao de particulas 45 horas superior ao
tratamento controle. Além disso o tratamento PA reduziu a fracdo efetivamente
degradada da FDN potencialmente degradavel em 24% e aumentou a laténcia
discreta em mais de 8 horas. A laténcia discreta estima o tempo dispendido com os
eventos preparatérios para a degradacao da fibra, englobando os aspectos fisicos
(ex. hidratacdo das particulas, mastigacéo, etc.) e microbioldgicos (adeséao, sintese
de enzimas, etc.) (DETMANN et al., 2009).

De acordo com JENKINS, (1993), os dois principais efeitos atribuidos aos
lipidios sobre a fermentacdo no rimen séo "coating” e "agentes antimicrobianos". A
teoria do revestimento (coating) atribui a reducdo na fermentacdo a uma camada
lipidica que se deposita sobre as particulas de alimento inibindo a digestdo de
celulose. A teoria dos agentes antimicrobianos presume que os lipidios no rimen se
incorporam prontamente a membrana plasmatica microbiana prejudicando suas

propriedades. Um grupo carboxil livre € necesséario para a ruptura da funcdo da
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membrana, o que explica por que a utlizacdo de sais de célcio ndo afetou a
digestibilidade e a cinética de degradacgéao da fibra.

Dietas ricas em fibra sdo capazes de aumentar a taxa de lipolise e
hidrogenacéo (JENKINS, 1993) mantendo mais baixas as concentragbes de &cidos
graxos livres insaturados no ramen, reduzido assim a toxicidade aos microrganismos
causada pelas gorduras adicionadas (BRODISCOU, 1994; BATEMAN & JENKINS,
1998). BEN-SALEM et al. (1993) incluiu 6leo de colza na dieta de vacas alimentadas
com silagem de milho ou feno e concluiu que os efeitos negativos no consumo e na
digestibilidade sdo menores em dietas com mais fibra e menos amido.

Desta forma, pode-se supor que a natureza fibrosa da dieta neste estudo
contribuiu para minimizar o "efeito antimicrobiano" nas dietas ricas em gordura néao
protegida (com 6leo de palma e linhaca) e também na dieta com soja gréo. Por outro
lado, pode-se supor que o 6leo de palma possui uma maior capacidade em aderir as
particulas fibrosas no rimen, e a inibicdo da fermentacdo causada pela sua adicéao
pode ser atribuida ao "efeito de revestimento”.

O incremento na digestibilidade do extrato etéreo nas dietas com adicédo de
lipidios € consistente com os resultados de MANSO et al. (2006), PAVAN et al.
(2007) e SOBRAL SILVA et al. (2010). Coeficientes de digestibilidade superiores em
animais suplementados com gordura podem ser atribuidos a maior digestibilidade da
gordura adicionada em comparacdo aos acidos graxos presente nas particulas de
alimento; a diluicdo das perdas enddgenas de lipidios; e a maior sintese de acidos
graxos no rumen a partir de carboidratos em dietas com pouca quantidade de
lipidios.

O pH ruminal observado nesse estudo nao apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos, entretanto, durante a maior parte do dia o pH
permaneceu abaixo de 6,2, considerado por GRANT & WEIDNER (1992) e GRANT
& MERTENS (1992) como limite no qual a inibicdo da utilizacdo da celulose se torna
significativa. Outros estudos (SILVA et al., 2007; HOMEM JUNIOR et al., 2010;
SHINGFIELD et al., 2010; TORAL et al., 2010; WANAPAT et al.,, 2011) néo
observaram mudancas no pH ruminal com a adicdo de lipidios na dieta. A
consisténcia na reduc¢do no pH tanto nos animais que nao recebiam suplementacao

lipidica quanto nos demais tratamentos indicam que este efeito estd mais associado
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a inclusdo de amido (presente em todos os suplemento) do que a inclusdo de
gordura.

O suprimento de niveis adequados de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) no
ramen é fundamental na otimizacdo dos processos fermentativos. Neste estudo, a
guantidade de NAR permaneceu, de maneira geral, acima do nivel étimo de
10mg/dL recomendado por LENG (1990) e SAMPAIO et al. (2010). Todas as dietas,
inclusive o tratamento controle continham a mesma quantidade de proteina,
entretanto somente o tratamento com soja grdo nao possuia uréia em sua
formulagdo, o que pode justificar a menor concentragédo de amonia em determinadas
horas do dia nos animais suplementados com essa fonte. Por outro lado, o excesso
de amdnia no rimen nao € desejavel, visto que pode causar perdas de N através da
urina e gastos energéticos durante sua metabolizacdo no figado (VAN SOEST
1994).

N&o existe um consenso na literatura sobre os efeitos da inclusao de lipidios
na concentragdo de NAR, havendo relatos de diminuicdo (WANAPAT et al., 2011),
aumento (HOMEM JUNIOR et al., 2010) e auséncia de efeitos (TORAL et al, 2010;
SHINGFIELD et al, 2010) na quantidade de N ruminal como consequéncia da adicao
de acidos graxos na dieta. No presente estudo, os maiores niveis de NAR na dieta
com 6leo de palma pode ser decorrente da maior degradacao proteica ocorrida no
ramen em virtude do menor fluxo de particulas fibrosas e maior tempo de retencao
da fibra.

Espera-se que a inclusdo de triglicerideos aumente a propor¢cdo molar de
propionato no riumen devido a conversao do glicerol em propionato (CHALUPA et al.,
1986). Além disso, os acidos graxos inibem principalmente a populacdo microbiana
fibrolitica, causando pouco efeito nas bactérias produtoras de propionato. Desta
forma, a maior proporcdo de propionato e menor relacdo acetato:propionato nas
dietas com 6leo de palma e linhaca podem ser atribuidas a disponibilidade do
glicerol liberado na hidrolise dos triglicerideos e ao aumento da populacéo
microbiana produtora de propionato em detrimento das fibroliticas. A auséncia de
efeito com a inclusdo de soja grao no suplemento pode ser devido a protecdo parcial
da lipolise dos triglicerideos presentes nos graos devido a natureza rigida da

camada externa das sementes. O aumento na propor¢cdo molar de propionato ou a
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diminuicé@o na relacdo C2:C3 com incluséo de fontes lipidicas esta de acordo com os
resultados observados na literatura (BROUDISCOU et al., 1994; BATEMAN &
JENKINS, 1998; SHINGFIELD et al., 2008).

O género mais abundante de protozoario em todos os tratamentos e em todos
os periodos avaliados foi o Entodinium, que se alimenta principalmente de material
particulado, embora seja capaz de utilizar compostos sollveis. Estruturalmente e
bioguimicamente simples é a primeira espécie a se estabelecer em ruminantes
jovens, a Ultima a desaparecer e a primeira a reaparecer quando o pH do rimen cai
e depois se recupera (WILLIAMS & COLEMAN, 1997). Frequentemente, observa-se
reducdo no numero de protozoarios no rimen com adi¢do de gordura (MARTINELE
et al., 2008; WANAPAT et al., 2011), e os mecanismos pelos quais acidos graxos
deprimem o crescimento desses organismos sao similares aqueles descritos para
bactérias (JENKINS, 1993), ou seja, em decorréncia de alteracdes na membrana
plasmatica (PALMQUIST & MATTOS, 2011). Somente para o suplemento com 0leo
de palma observou-se redugédo no niumero de protozoarios.

Na quantificacdo dos microrganismos por meio de PCR quantitativo observou-
se reducdo na quantidade de DNA proveniente de arquéias metanogénicas nos
tratamentos com 6leo de palma, linhaca e gordura protegida. Esse efeito foi mais
pronunciado nos animais suplementados com o6leo de palma, que apresentou
reducéo de 86% no numero de copias do gene 16S em comparacao ao tratamento
sem adicao de fonte lipidica.

Estudos demonstraram que os acidos graxos saturados de cadeia média
podem reduzir a producdo de metano. Dentre as fontes avaliadas, o 6leo de palma
possuia a maior quantidade dos acidos laurico e miristico, apresentando relacéo
C12:C14 no 6leo e no suplemento de 3:1. SOLIVA et al. (2004) encontraram 70% de
reducdo na producdo de CH,4 quando incluiu os acidos C12:C14 na proporcéo de 4:1
em um ensaio in vitro utilizando liquido ruminal de bovinos. Esses autores também
reportaram um decréscimo na contagem de metanogénicas, porém, a magnitude da
reducdo na populacdo de arquéias ndo foi suficiente para explicar a inibicdo na
producéo de metano.

A reducdo no numero de copias do gene 16S de arquéias na dieta com 0Oleo

de linhaca pode ser atribuido a alta proporcao de acido linolénico neste suplemento.
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MARTIN et al. (2008), utilizou os dados de 20 trabalhos encontrados na literatura e
concluiu que suplementos ricos nos acidos graxos polinsaturados linoleico e
linolénico decrescem a producao de CHs em 4,1 e 4,8% (por unidade percentual de
lipidio adicionado), respectivamente. Entretanto, a contagem de metanogénicas no
suplemento com soja grdo nao diferiu do tratamento controle, embora essa fonte
apresente 56% de &cido linoleico.

A relacdo entre formacdo de metano e contagem de arquéias ainda é
inconsistente, portanto, ndo € possivel estabelecer uma relagéo direta entre produto
e quantidade de metanogénicas. Variagbes podem ser atribuidas a diferencas na
atividade de grupos de metanogénicas ou pelas modificagdes no equilibrio das
populacdes de acordo com a susceptibilidade de cada género ao agente inibidor.
ZHOU et al. (2012) observaram 70% de reducdo na producdo de metano e 97% de
reducdo na quantidade de metanogénicas utilizando 12 puM de nitrato/ml como
inibidor da metanogénese.

O perfil das espécies metanogénicas nao diferiu entre os animais recebendo
Oleo de linhaca e suplemento controle. Os grupos de metanogénicas identificados
neste trabalho foram: Methanobrevibacter, Methanosphaera e Thermoplasmates
(Rumen Cluster C), havendo grande predominéancia da primeira (>98%). JANSSEN
& KIRS, (2008) compararam a diversidade de metanogénicas em animais no mundo
todo, recebendo diferentes dietas, e concluiram que o0s grupos predominantes
seriam Methanobrevibacter, Methanomicrobium e Thermoplasmatales (Rumen
Cluster C). Outros grupos identificados incluem  Methanosphaera,
Methanimicrococcus, Methanobacterium, e um organismo ndo cultivado, chamado
de Qld26.

Diferencas significativas foram observadas na diversidade de bactérias dos
animais recebendo ou nédo 6leo de linhaca, corroborando os resultados observados
por BELENGUER et al., (2010) que também observaram alteracfes na comunidade
microbiana de animais suplementados com 6leos de soja e peixe. Como discutido
anteriormente, acidos graxos possuem propriedades que afetam uma parte da
populacédo existente no raimen, que por se tratar de um ambiente complexo e repleto
de interacOes, alteracbes em determinados grupos promovem mudancas no sistema

como um todo.
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O género Prevotella foi o0 mais abundante, com proporgdes de 28 e 34% para
0s suplementos controle e linhaca, respectivamente. Prevotellas s&o o género
predominante nas analises de diversidade ruminal (BELENGUER et al., 2010;
CALLAWAY et al., 2010 e WU et al., 2012) e compreendem um grupo com grande
diversidade genética e funcional, sendo fundamental na metabolizacdo da proteina
no ramen e agindo sinergicamente com espécies celuloliticas (WU et al., 2012). Por
se tratarem de organismos que tém o propionato como principal produto, o0 aumento
na populacao de Prevotellas estd associado a dietas que produzem menos metano,
portanto, a abundancia desse género no riamen dos animais suplementados com
oleo de linhaca era esperado.

A reducdo na proporcdo de Selenomonas nos animais recebendo Oleo de
linhaca € consistente com a reducdo na producdo de metano apresentada no
capitulo 2. Algumas estirpes de Selenomonas oxidam H, usando fumarato como
aceptor final de elétrons, o que sugere que estas bactérias competem com
metanogénicas por H, (ASANUMA et al, 1999).

Bactérias do género Butiryvibrio sdo as principais responsaveis pelas reacdes
de isomerizacdo e reducédo no processo e biohidrogenacao (JENKINS et al., 2008).
A proporcdo de OUT’s pertencentes ao género Butiryvibrio ndo foi alterado com a
adicdo de lipidios na dieta, o valor observado de 3,8% da populacéo bacteriana total
foi similar ao observado por CALLAWAY et al., (2010) e inferior ao relatado por WU
et al.,, (2012) que encontraram 4,3 e 12,9% de Butiryvibrio, respectivamente. O
crescimento de algumas espécies de Butiryvibrio € inibido pelo acido linoleico,
entretanto, a inibicdo ndo acontece em todas as espécies (JENKINS et al., 2008).
Portanto, alteracbes na populacdo de Butiryvibrio no rumen dos animais
suplementados com 6leo de linhaca podem ter ocorrido entre espécies, ndo sendo

identificadas no nivel de género.

5. CONCLUSOES

Oleo de linhaca, gordura protegida e soja grdo podem ser utilizados em

suplementos para animais em pastejo sem prejudicar a utilizacdo dos carboidratos



91

estruturais. Os Oleos de palma e linhaca reduzem relagdo acetato:propionato no
ramen.

A inclusdo de 6leo de palma no suplemento de animais em pastejo causa
depressdo no consumo, na digestibilidade da FDN, no transito de particulas no
rimen e na degradacdo da fibra. Por outro lado, o 6leo de palma, assim como o de
linhaca e a gordura protegida possuem potencial para inibir a quantidade de

metanogénicas no ambiente ruminal.
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