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XVl

FONTES DE ACIDOS GRAXOS INSATURADOS NA ALIMENTAGAO DE
VACAS LEITEIRAS NO PERIODO SECO

RESUMO - O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de fontes de acidos graxos
insaturados para vacas leiteiras no periodo seco sobre a dindmica e bio-hidrogenacao
ruminais e fluxo intestinal de acidos graxos. Foram utilizadas 8 vacas secas da raca
Holandesa, canuladas no rumen e abomaso (614 + 59 kg de peso corporal; média +
dp), agrupadas em dois quadrados latinos 4 x 4 contemporéneos e balanceados,
alimentadas com as seguintes dietas: 1) controle (C), dieta a base de milho e farelo de
soja; 2) 6leo de soja refinado (OS) com inclusdo de 3,0% na MS total; 3) Grao de soja
cru e integral (GS), com inclusdo de 16,0% na MS total; e 4) Sais de calcio de acidos
graxos insaturados (SC), com inclusao de 3,2% na MS total. Os consumos de MS, MO,
PB, FDN e NDT nao diferiram (P>0,05) entre tratamentos. Dietas com fontes lipidicas
tiveram maior consumo de EE (0,72 vs 0,30 kg/dia) e menor consumo de CNF (3,91 vs
4,40 kg/dia) quando comparadas ao controle. As digestibilidades da MS, MO E FDN
foram maiores (P<0,05) no tratamento controle em relagcado aos tratamentos com adicédo
lipidica. Ja em relacao ao EE, a digestibilidade da dieta C foi menor (P<0,001) que nos
demais tratamentos (84,88% vs 86,93%) . A concentracao de N-NHj; foi maior (P<0,05)
para os animais que receberam a dieta C em relagéo as dietas com inclusédo de lipidios
(20,39 vs 17,49 mg/dL). A dieta C apresentou as menores concentragées de propionato
(P=0,001) em relacdo as fontes lipidicas. Ja a dieta OS apresentou maiores
concentragdes de propionato (P<0,05) em relagdo as dietas GS e SC. A relagéo
acetato:propionato (C2/C3) foi maior (P<0,05) na dieta controle (4,13) do que nas dietas
com suplementagéo (3,81). A sintese de proteina microbiana e os balangos de energia
e nitrogénio nao foram influenciados pelas dietas experimentais. Animais que
receberam dietas com suplementagédo lipidica apresentaram maiores valores de
colesterol total e colesterol HDL no sangue (P<0,05). A dieta OS teve menores taxas de
digestdo ruminal (P<0,05) para MS, FDN e FDNpd quando comparadas com GS e SC.
A dieta GS teve menores taxas de passagem (P<0,05) da MS, FDN e FDNpd em
relacdo a dieta com SC (2,38%/h; 1,65%/h; 1,42%/h vs 2,91%/h; 1,96%/h; 2,09%/h,
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respectivamente). A digestibilidade ruminal da FDN em kg/dia e em porcentagem foram
maiores (P<0,05) para GS do que para SC (2,83 kg/dia e 51,38% vs 2,48kg/dia e
44.50%, respectivemente). O consumo e o fluxo totais de AG foram maiores (P<0,05)
em dietas com lipidios. As taxas de bio-hidrogenacédo dos acido graxos C18:1 cis e
C18:3 nao foram diferentes estatisticamente entre as dietas (P>0,05),
independentemente do tratamento avaliado, e na média geral 98,97 % e 88,99 %
desses acidos graxos, respectivamente, foram bio-hidrogenados no rimen. A taxa de
bio-hidrogenacao do C18:2 na dieta OS foi maior (P<0,05) quando comparada as fontes
protegidas (98,43 % vs 96,85%). O grdo de soja mostra-se uma alternativa viavel como
fonte lipidica protegida para utilizacdo em vacas no periodo seco, quando ha o intuito
de aumentar o aporte de &cidos graxos insaturados no intestino, principalmente 18:2,

sem haver, contudo, prejuizo na digestibilidade ruminal da fibra.

Palavras chave: bio-hidrogenagéo, dindmica ruminal, fluxo abomasal, gordura.
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UNSATURATED FATTY ACIDS SOURCES IN DAIRY COWS DIETS DURING DRY
PERIOD

SUMMARY — The objective of this study was to evaluate the effects of sources of
unsaturated fatty acids to dairy cows in the dry period on the ruminal dynamic and
biohydrogenation and intestinal flow of fatty acids. Eight Holstein dry cows cannulated
in the rumen and abomasum (614 * 59 kg of body weight; mean + SD), were assigned
randomly in two contemporary and balanced 4 x 4 Latin squares, fed the following diets:
1) control (C) diet based on corn and soybean meal; 2) refined soybean oil (SO) with
addition of 3.0% on total DM 3) Whole soybean raw (WS), with the inclusion of 16.0% on
total DM; and 4) calcium salts of unsaturated fatty acids (CS), with the inclusion of 3.2%
on total DM. The DM, OM, CP, NDF and TDN intakes did not differ (P> 0.05) between
treatments. Diets with fat sources had higher intake of EE (0.72 vs 0.30 kg/day) and
lower intake of NFC (3.91 vs 4.40 kg/day) when compared to control. The digestibilities
of DM, OM and NDF were higher (P <0.05) in treatment C compared to treatments with
lipid addition. In relation to EE, the digestibility of C diet was lower than in other
treatments (84.88% vs 86.93%). The concentration of NH3-N was higher (P <0.05) in
animals fed C diet than the diets with lipids inclusion (20.39 vs. 17.49 mg/dL). The C diet
had the lowest propionate concentration in relation to lipid sources. The SO diet had
higher propionate concentrations (P <0.05) compared to WS and CS diets. The acetate:
propionate ratio (C2/C3) was higher (P <0.05) in the control diet (4.13) than the diets
with supplementation (3.81). The microbial protein synthesis and energy and nitrogen
balances were not affected by diets. Animals fed diets with fat supplements had higher
total cholesterol and HDL cholesterol in the blood (P <0.05). The SO diet had lower
ruminal digestion rates (P <0.05) for DM, NDF and pdNDF compared to WS and CS.
WS diet had lower passage rates of DM, NDF and pdNDF (P <0.05) in relation to CS
diet (2.38%/h; 1.65%/h; 1.42%/h vs. 2.91%/h; 1.96%/h; 2.09%/h, respectively). The
ruminal digestibility of NDF in kg/day and percentage were higher (P <0.05) for WS than
for CS (2.83 kg/day and 51.38% vs 2.48kg/day and 44.50%, respectively). The total
consumption and total flow of FA were higher (P <0.05) in diets with lipid.



XXI

Biohydrogenation rates of cis C18:1 and C18:3 fatty acids were not statistically different
between diets (P> 0.05), regardless of treatment evaluated, and the overall average
98.97% and 88.99% of these fatty acids, respectively, were biohydrogenated in the
rumen. The C18:2 biohydrogenation rate in SO diet was higher (P <0.05) as compared
to protected sources (98.43% vs. 96.85%). The whole soybean raw is shown as a viable
alternative of protected lipid source for use in cows during the dry period, when there is
the intention to increase the quantity of unsaturated fatty acids in the intestine, with no

loss in ruminal fiber digestibility.

Key words: abomasal flow, biohydrogenation, fat, ruminal dynamic.



1. INTRODUCAO

Durante a ultima década, os efeitos positivos que a suplementacgao lipidica pode
exercer sobre o desempenho animal e a qualidade dos produtos derivados de
ruminantes para consumo humano tem levado a um ressurgimento do interesse em
suplementar lipidios (SCHMIDELY et al., 2008).

Dentre as possibilidades de incrementar a ingestdo de energia via lipidios,
destaca-se a inclusdo das gorduras animais, que atualmente tem seu uso proibido em
funcdo da Instrucao Normativa n? 8 (MAPA, 2004), ou 6leos vegetais, fornecidos sob
formas menos reativas no ecossistema ruminal (protegidas) ou sob formas encontradas
na natureza, portanto, mais reativas no ramen-reticulo (DOREAU; FERLAY, 1994).

A utilizacao dietética de fontes lipidicas ricas em acidos graxos poli-insaturados
(AGPI), conseguido através de sementes de oleaginosas e Oleos vegetais pode
promover uma grande quantidade de intermediarios na bio-hidrogenacdo ruminal,
principalmente de acidos graxos insaturados (AGl) e que apresentam propriedades
fisicas benéficas a saude (OLDICK et al., 2000). Porém os acidos graxos insaturados
podem inibir os micro-organismos ruminais e diminuir a digestao da fibra (JENKINS,
1993; PANTOJA et al., 1994). A extensao dos efeitos adversos depende da fonte
escolhida, o nivel de inclusdo e a quantidade de fibra na dieta. No entanto, lipidios em
sementes oleaginosas sao mais inertes no rimen quando fornecidos integralmente em
comparagao as sementes trituradas ou 6leos livres (MOHAMED et al., 1988; ALDRICH
et al., 1997), aparentemente por causa da liberacao lenta do éleo a partir de sementes
inteiras (MOHAMED et al., 1988; REDDY et al., 1994).

Como opgao de alimentacdo com dietas ricas em lipidios, as sementes
oleaginosas ricas em acidos graxos, como 0 grao de soja, destacam-se pelo preco e
pela palatabilidade (MORA, 1995). Considera-se que resultados obtidos com grao de
soja cru sao semelhantes ou bem préximos quando comparados aos de processos de
aquecimento, extrusao ou esfarelamento (EARLEYWINE, 1989). Quanto ao custo, isso



poderia acarretar vantagem econbémica, pois em regides produtoras brasileiras, na
maioria das vezes, o pre¢o do grdo de soja é menor que o do farelo de soja.

E geralmente aceito que o manejo nutricional de vacas no periodo seco afeta o
estado metabdlico na lactagdo subsequente, e que a maioria das vacas leiteiras
mobilizam reservas corporais no inicio da lactagdo (ANDERSEN et al., 2008). Ha alguns
anos apresentou-se a ideia de que a alimentacdo de uma dieta rica em lipidios durante
o periodo seco poderia adaptar a vaca para a mobilizagado de gordura corporal no inicio
da lactacao seguinte (FRIGGENS et al., 2004). Esta estratégia baseia-se no principio
de que a alimentagdo com uma ragao rica em gordura durante o periodo seco pode
aumentar as concentragdes circulantes de &cidos graxos nao esterificados (AGNE),
aumentando, assim, a captacdo de acidos graxos para o figado para pré-adaptacdo do
metabolismo hepatico de acido graxo de cadeia longa (AGCL). Grum et al. (1996b)
demonstraram que vacas secas alimentadas com uma quantidade relativamente grande
de lipidios (alto teor de acido palmitico e acido oleico) tinham ligeiramente uma maior
capacidade de B-oxidacdo de AGCL no figado, e menor concentracao de triacilglicerol
no figado (TAG) no inicio da lactacao subsequente.

Além disso, o acido linoleico (C18:2n-6) é um &cido graxo (AG) essencial para
uma funcéo reprodutiva normal de mamiferos (BURR; BURR, 1930). Oldick et al. (2000)
demonstraram o potencial de acidos graxos insaturados adicionais na dieta de vacas
leiteiras para diminuir a sintese de prostaglandina (PGF2a), o que é necessario para
manter a gestacdo (BEAM et al., 2000). Estes mesmos &cidos graxos parecem atuar
como mediadores de reacdes do sistema imune (SILVESTRE et al. 2011), atuando na
sintese, expressao e quimiotaxia de moléculas que aumentam a atividade e poder de
fagocitose de leucocitos, monécitos/macréfagos e neutrédfilos (GANDRA, 2012). De
acordo com Garcia et al. (2014), as concentracdes séricas e a eficiéncia aparente de
absorcdo de imunoglobulinas tenderam a ser aumentadas em bezerros nascidos de
vacas alimentadas com gordura em comparagdo com aqueles alimentados sem
gordura.

O fornecimento de dietas suplementadas com gorduras pode constituir uma
oportunidade para manipular a saude e o desempenho de vacas leiteiras, no entanto,



os efeitos relativos de lipidios especificos, tais como os &cidos graxos trans (AGT),
ainda nao sao totalmente compreendidos (WATTS et al., 2013). Além disso, uma maior
proporcao de AGI pode ter a vantagem adicional de aumentar a digestibilidade intestinal
e total de AG. Assim, o estudo do fluxo pds-ruminal de AG se torna cada vez mais
essencial para que sejam entendidos os processos e as perdas pelos quais os AG da
dieta podem passar até serem absorvidos (FREITAS JR., 2012).

Além da composigéo lipidica da dieta, outras caracteristicas da dieta e os varios
componentes do ecossistema ruminal influenciam a extensdo da bio-hidrogenacéo
(BH), incluindo o conteudo de fibras (ou forragem) da dieta e o pH do rumen (GLASSER
et al., 2008). A capacidade de suplementacgao lipidica em influenciar a bio-hidrogenacao
varia de acordo com a composi¢ao da dieta basal, a forma fisica do suplemento e a
taxa de inclusao (LOURENGCO; RAMOS-MORALES; WALLACE, 2010). Os efeitos
negativos dos AGI na digestao ruminal tendem a ser minimizados se a dieta contém
uma elevada proporcao de forragem, por causa da capacidade da mesma em promover
a funcdo ruminal normal para a maxima bio-hidrogenacdo (PALMQUIST, 1988),
caracteristica comumente encontrada nas dietas de vacas secas. A proporcdo de
volumoso:concentrado na dieta, bem como o tipo e estado fisico da forragem fornecida
aos animais influencia o metabolismo lipidico ruminal (FRENCH et al., 2000).

Por meio da quantificacdo do fluxo intestinal de acidos graxos, podem-se definir
estratégias nutricionais para aumentar a absorcdo intestinal de &cidos graxos
insaturados, especialmente o 6mega-6 €, em menor extensao pelas fontes de gordura
contendo 6mega-3. O beneficio deste conhecimento resultard na possibilidade de
definir estratégias de utilizacdo de fontes de gordura com enfoque em vacas secas,
especialmente pré-parto ou em transigdo, para que sejam obtidos beneficios da
suplementacdo com &cidos graxos sob a saude animal, funcionamento do sistema
imune e otimizacdo do desempenho reprodutivo. Entretanto, para realmente explorar
esses beneficios, deve-se caracterizar as condi¢cdes ruminais de taxa de passagem e
de digestdo, que interferem amplamente no processo de bio-hidrogenacdo de acidos
graxos. Também, deve-se caracterizar adequadamente todos os aspectos relacionados



a digestao e metabolismo do animal, pois qualquer alteracao desses parametros deve
ser monitorada.

Dessa forma, a hipdtese cientifica a ser avaliada neste trabalho € que a
suplementacdo com &cidos graxos insaturados aumenta a extensdo da bio-
hidrogenacao ruminal e o fluxo intestinal de &cidos graxos, principalmente insaturados,
sem alterar o consumo e digestibilidade da matéria seca e de nutrientes, a fermentagao
e a dindmica ruminal e o balango de nutrientes em vacas secas.

Dada a importancia dos AG absorvidos para a saude e desempenho animal,
especificamente em relacdo a vacas leiteiras, objetivou-se avaliar os efeitos de
diferentes fontes de lipidios suplementares (6leo de soja, grao de soja e sais de calcio),
ricas em acido linoleico, na alimentagdo de vacas leiteiras no periodo seco sobre a
dindmica e bio-hidrogenacao ruminais e fluxo intestinal de acidos graxos. Além disso,
foram determinados os seguintes parametros: fermentacdo e sintese de proteina
microbiana ruminal, consumo e digestibilidade aparente total da matéria seca e
nutrientes, concentracdes de parametros sanguineos, perfil de acidos graxos da digesta
abomasal, e os balancos de energia e de nitrogénio.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Implicacoes do uso de lipidios em ruminantes

Lipidios costumam ser usados em dietas de ruminantes primeiramente como
fontes de energia, pois possuem alta eficiéncia metabdlica por serem extremamente
ricos em energia (9,4 Kcal/g), sendo recomendados para aumentar a densidade
energética das dietas e, consequentemente, evitar os efeitos prejudiciais de altas
quantidades de concentrados ricos em amido sobre o ambiente ruminal, principalmente
em vacas em lactacdo (DOREAU; CHILLIARD, 1997), além disso, os lipidios tem a
capacidade de aumentar a absorcao de vitaminas lipossolUveis e fornecer acidos
graxos essenciais importantes na composicdo de membranas de tecidos e
principalmente, atuar como precursores para a regulacdo do metabolismo
(PALMQUIST; MATTQOS, 2006).



A influéncia desta fonte de nutrientes sobre 0 metabolismo do animal depende da
digestibilidade da fonte utilizada e dos efeitos da adi¢do da gordura sobre o consumo,
fermentacdo ruminal e da digestibilidade dos outros componentes da dieta
(DEPETERS; CANT, 1992; CHILLIARD, 1993). O fornecimento de lipidios para
ruminantes também pode reduzir a producdo de metano e consequentemente a perda
de energia pelo animal, pois para os lipidios na forma de acidos graxos insaturados
sofrerem bio-hidrogenagéo no rimen, é preciso haver a incorporagao de H"* no meio, e
com isso, ha menos H* disponivel para a metanogénese (ZINN; PLASCENCIA, 1996).

Alguns &cidos graxos sdo considerados essenciais para os mamiferos, porque as
células nao tém condigdes de sintetiza-los. A essencialidade de alguns acidos graxos
foi descrita pela primeira vez em uma série de artigos publicados no final de 1920 até o
inicio da década de 30 (BURR; BURR,1930). Os autores identificaram o acido linoleico
(C18:2 n6) e &cido linolénico (18:3 n3) como dois acidos graxos essenciais para o
crescimento, saude da pele e desempenho reprodutivo em ratos. Desde entdo, varios
estudos tém demonstrado a importancia de AG como precursores de varias moléculas,
influenciando diretamente a funcao celular, demonstrando o efeito cal6rico e
nutracéutico de fontes de gordura.

De acordo com Silvestre et al. (2011), as prostaglandinas sao derivadas a partir
de reservas de fosfolipidos da membrana de acido araquidénico (C20:4 n-6), que sao
sintetizados a partir do 4cido linoleico dietético essencial de acido graxo (C18:2 n-6).
Ovelhas no pré-parto suplementadas com uma dieta enriquecida com &cido linoleico
tiveram aumento nas propor¢oes de acido araquidénico no endométrio e na membrana
corioalantoide, e aumento da secrecao de PGF2a em explantes placentarios cultivados
(ELMES et al., 2004). Hess, Moss e Rule (2008) sugerem que muitas evidéncias tem se
acumulado sobre o uso de gordura na dieta como um nutracéutico para influenciar
positivamente os eventos reprodutivos em vacas de corte (WILLIAMS; STANKO, 2000).
Gandra (2012) usou fontes de acidos graxos 6mega-3 (w3) e 6mega-6 (w6) para vacas
leiteiras no pré-parto e pds-parto imediato e concluiu que as mesmas influenciaram
positivamente de maneira preponderante o sistema imune de vacas leiteiras no periodo
de transicao e inicio de lactacao.



Além disso, os produtos provenientes de ruminantes também contém os acidos
linoleicos conjugados (CLA), promotores em potencial da saude, principalmente o cis-9,
trans-11-CLA (JENKINS; BRIDGES, 2007). Tem sido demonstrado em varios estudos
com animais que o CLA dietético contribui para a prevengdo do cancer, reducao da
aterosclerose, a melhoria da resposta imune, e alteracdo no metabolismo de proteina
ou energético (PALMQUIST et al., 2005). O CLA esta presente em concentracées mais
elevadas em produtos de ruminantes do que em carnes de nao ruminantes
correspondentes ou em 6leos vegetais (CHIN et al., 1992), porque eles sao formados
no rumen a partir do acido linoleico dietético. O perfil de AG absorvidos no duodeno
pode alterar o perfil de acidos graxos de produtos de origem animal, especialmente
modificando a saturacdo do AG e a concentracdo de CLA (GRUMMER, 1991;
MANSBRIDGE; BLAKE, 1997).

Segundo Grummer (1995), uma fonte lipidica considerada ideal exerce minima
interferéncia sobre a ingestdo de matéria seca, fermentagdo ruminal e possui alta
digestibilidade no intestino delgado. A adicdo desse suplemento nas suas mais
diversas formas nao protegidas, provocam decréscimo na digestibilidade da fracao
fibrosa da dieta e alteragdes profundas no metabolismo ruminal, pois inibe a atividade
microbiana no rumen se usada em quantidades elevadas (PALMQUIST, 1989).

A utilizagédo de lipidios em excesso na dieta de ruminantes, sobretudo os que
contém elevado teor de AGlI, pode reduzir o consumo, prejudicar a fermentagéo, além
de inibir o crescimento microbiano ruminal (KOZLOSKI, 2002). De acordo com Byers e
Schelling (1989) e Kozloski (2002) tal inibicdo pode ser em razdo de um efeito de
recobrimento da fibra pela gordura, impedindo a aderéncia bacteriana e o acesso das
enzimas fibroliticas ao seu substrato, ou ainda a um efeito tdéxico dos acidos graxos
insaturados sobre as células bacterianas. Segundo Kozloski (2002) o efeito toxico pode
ser devido a possivel alteracdo na composicdo lipidica e das propriedades fisico-
quimicas das membranas celulares dos micro-organismos. O mecanismo de como
lipidios interferem na fermentagdo ruminal é um modelo complexo envolvendo
particionamento de lipidio na membrana da célula microbiana, o potencial do lipidio de

romper a membrana e a fungao celular, a ligacao fisica das células microbianas com a



superficie das plantas, e a expressao e a atividade de enzimas hidroliticas microbianas
(JENKINS, 1993).

Nesse contexto, Czerkawsky, Blaxter e Wainman (1966) citam que niveis
maiores que 7% de gordura interferem negativamente na fermentagdo ruminal, ja
Palmquist e Jenkins (1980) afirmam que pode haver problemas no metabolismo ruminal
dos carboidratos estruturais a partir de 6% de lipidio na MS da dieta. Uma alternativa
para se reduzir os problemas metabdlicos dos alimentos ricos em gordura seria o
fornecimento de gordura protegida da bio-hidrogenacéo ruminal, que néo influenciaria o
processo digestivo ruminal, sendo dissolvida e absorvida no intestino delgado (AFERRI
et al., 2005). Byers e Schelling (1989) afirmaram que se a fonte lipidica utilizada na
racao estiver protegida, pode-se reduzir os efeitos maléficos sobre a fermentagcao
ruminal, devido a menor disponibilidade dos lipidios no ambiente ruminal.

Embora suplementos de AG sejam muitas vezes utilizados para aumentar a
densidade de energia da dieta, a sua eficacia depende da digestibilidade dos AG
adicionados e o seu efeito sobre a digestibilidade dos outros nutrientes. Efeitos
associativos de AG podem mudar o local da digestdo de nutrientes do rimen para o
intestino, possivelmente reduzindo a digestibilidade da dieta (HARVATINE; ALLEN,
2006c).

Desta forma, a relagdo entre a adicdo de gordura e o desempenho das vacas
leiteiras € muito variavel em razao da influéncia da fonte de gordura utilizada, método
de processamento, quantidade de gordura e estadio de lactagdo do animal
(PALMQUIST; JENKINS, 1980).

A adicdo de gordura para vacas leiteiras afeta a digestdo ruminal da fibra e a
taxa de passagem, o que poderia afetar o tamanho do pool de digesta ruminal e a
atividade de mastigacao (HARVATINE; ALLEN, 2005). Efeitos das fontes de gordura no
comportamento mastigatorio ndo tém sido extensivamente estudados (KARGAR et al.
2010). Por outro lado, a suplementacdo com gordura insaturada pode reduzir o
consumo por meio da producdo de AG, que atuam como um sinal fisiolégico para
diminuir o volume da refeicdo ou aumentar o intervalo entre refeicbes (HARVATINE;
ALLEN, 2006b). Aumento da proporcdo de acidos graxos insaturados na gordura



suplementar aumentou efeitos hipofagicos da gordura (JENKINS; JENNY, 1989;
PANTOJA et al., 1994). Infusdo abomasal de AG insaturados (DRACKLEY et al., 1992)
e mesmo AG na dieta que sdo modificados para prevenir os efeitos negativos sobre a
fermentagédo no rumen (SCHAUFF; CLARK, 1992b) tém sido mostrados para suprimir a
ingestdo de alimentos em vacas lactantes.

As alteracbes no consumo de matéria seca podem ser observadas
principalmente quando é iniciada a suplementagdo lipidica, em razdo da fonte de
gordura utilizada muitas vezes ndo serem bem caracterizadas, ou seja, ndo se sabe
totalmente sua composi¢cdo ou quando somente a silagem de milho € usada como
volumoso padrao (ONETTI et al., 2001), pois os lipidios sdo degradados dentro da
parede celular microbiana, ou seja, o grau de maturagao da forragem e o conteldo de
nitrogénio da dieta influenciam diretamente a taxa de passagem e a taxa de digestao do
alimento, além de alterar a disponibilidade de substratos necessarios para a sincronia
do metabolismo e desenvolvimento da populacdo de bactérias ruminais (JENKINS,
1993).

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

Em geral, a adicdo de lipidos nas dietas de ruminantes esté relacionada com a
diminuicdo da contagem de protozodarios do rimen e a magnitude do efeito parece
depender do nivel de suplementacdo (DOREAU; FERLAY, 1995) e o grau de
insaturagao da fonte. Incubacdes in vitro mostraram que entre AG, tanto 4cidos linoleico
quanto linolénico exercem um efeito negativo mais forte sobre a contagem de
protozoarios (HRISTOV; IVAN; MCALLISTER, 2004; SZUMACHER- STRABEL et al.,
2004).

Pouco se sabe sobre os efeitos relativos de AG saturados versus insaturados ou
comprimento de cadeia de AG sobre a liberacado de colecistoquinina (CCK) e ingestao



de alimentos (WOLTMAN; CASTELLANOS; REIDELBERGER, 1995). A relacao entre
lipidios dietéticos ou infundidos e CCK em ruminantes tem recebido pouca atencéo. Um
aumento nas concentragdes de sais de calcio de AGCL em racdes de vacas em
lactagdo diminuiu linearmente o consumo de matéria seca (CMS) e aumentou as
concentragdes de CCK (CHOI; PALMQUIST, 1996). Nicholson e Omer (1983) sugerem
que AGCL insaturados podem aumentar a secrecdo de CCK e, assim, inibir a
motilidade reticulo-ruminal, que por sua vez pode diminuir o CMS. Drackley et al. (1992)
deduziram que o grau de insaturacao de AGCL atingindo o intestino delgado de vacas
leiteiras poderia afetar a motilidade gastrointestinal e alterar o CMS.

A digestao ruminal dos carboidratos estruturais pode ser reduzida em 50%, ou
mais, com menos de 10% de gordura adicionada (JENKINS; PALMQUIST, 1984). Esta
reducdo na digestdo €& acompanhada por diminuicdo da produgdo de metano,
hidrogénio, e de AGCC, incluindo uma menor relagcao acetato:propionato (CHALUPA et
al., 1984).

A infusé@o de éleo de linhaga no rimen de ovinos diminuiu a digestdo ruminal da
proteina e foi acompanhada pela diminuicdo da concentracao de amdnia e aumento do
fluxo de nitrogénio (N) para o duodeno (IKWUEGBU; SUTTON, 1982). Os acidos
graxos poli-insaturados afetaram o transporte de glucose e taxas lipogénicas em
adipdcitos de ratos (LEE; DUPONT, 1991) e ruminantes (CHILLIARD et al., 1991).

Embora os acidos graxos insaturados dentro de sementes inteiras sao protegidos
da bio-hidrogenagdo no rumen, a semente pode permanecer intacta durante a sua
passagem através do intestino delgado, resultando em reduzida digestibilidade dos
acidos graxos (ALDRICH et al., 1997).

A meta-andlise de Glasser et al. (2008b) apresenta uma analise mais abrangente
de suplementos lipidicos de sementes oleaginosas e sua influéncia sobre a composicao
da gordura do leite. O efeito antimicrobiano dos lipidos da dieta esta relacionado com o
grau de insaturacdo do AG presente (SZUMACHER-STRABEL et al., 2004;
VARADYOVA et al., 2007; YANG et al., 2009). AGPI sdo mais toxicos para bactérias
bio-hidrogenadoras do que AG di ou monoendicos (MAIA et al., 2010), portanto, 6leos
contendo AGPI, como o acido linolénico, teriam um efeito maior sobre os processos de



10

bio-hidrogenacao ruminal e fermentacdo do que aqueles ricos em &acido linoleico e
oleico. Produtos insaturados de oleaginosas, incluindo linhaca, soja e sementes de
girassol e 6leos (além de sais de calcio e amidas), aumenta o AG trans-18:1, este
aumento ser mais acentuado com os Oleos, particularmente de linhaga e girassol. O
CLA cis-9, trans-11 no leite aumentou significativamente com sementes e éleos nas
dietas (GLASSER et al., 2008b). Oleos ricos em &cido linoleico (girassol e soja) foram
mais eficazes em aumentar o CLA no leite do que 6leos ricos em linolénico (linhaga)
(KENNELLY, 1996; BU et al., 2007.).

A mesma meta-andlise mostrou que, em relagdo ao total de AG 18:2, os
aumentos no leite foram observados com linhaca, soja e girassol, para ambas as
sementes e 6leos, enquanto o AG 18:3 aumentou com as sementes de linhaca e soja
(GLASSER et al., 2008b).

Vacas em estresse calérico também diminuem o consumo voluntario,
principalmente de forragem, devido ao calor produzido durante a fermentagdo ruminal
destes alimentos, aumentando o desconforto térmico. Estes animais mobilizam mais
energia para a perda de calor e manutencao da temperatura corporal, energia esta que
poderia estar sendo direcionada a producao de leite. A maior eficiéncia observada para
vacas consumindo dietas com gordura pode estar relacionada com menor gasto de
energia para mantenca usada para dissipar calor em condicbes de estresse calorico
(NRC, 2001).

No entanto, segundo Smith e Harris (1993), resultados de pesquisas tem
sugerido que as respostas a suplementacdo com gordura em ragdes de vacas em
lactacdo sdo mais frequentes quando estas sdo baseadas totalmente ou
majoritariamente com silagem de milho como volumoso padrdo. Quando séo
combinadas algumas fontes de gordura dietética e silagem de milho, sdo observados
diferentes padrdes de resposta. O aumento na concentragdo energética de dietas pré-
parto, com a utilizacao de fontes de gordura, tem aumentado a ingestao voluntaria de
energia, gerado acréscimos no ganho de peso corporal, reducdo da mobilizacdo de
tecido adiposo e diminuicdo das concentragcdes plasmaticas de AGNE. Altas
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concentracoes de AGNE refletem em quedas de consumo e aumento do balanco
energético negativo (RENNO et al., 2009).

A incluséo de gordura suplementar em <3% da MS é recomendada para se obter
o maximo de beneficios a partir da energia contida dentro da gordura e outros
componentes alimentares em dietas de alta forragem. Aumentar o “status” de AG
insaturados em ruminantes da respostas fisiolégicas que sdo separadas do valor
energético de gordura suplementar. Acidos graxos produzem mais energia do que
outros nutrientes organicos quando metabolizados pelo animal (HESS; MOSS; RULE,
2008). Os valores de energia relatados no NRC (1982) sao, pelo menos, duas vezes
maiores (ou mais) para as fontes de gordura do que os grédos de cereais. Efeitos
impostos pelas altas quantidades de gordura na dieta, no entanto, limitam a sua
incorporacao na dieta para ndo mais que 20% da energia metabolizavel (EM) da dieta
(PALMQUIST, 1994).

Estudo realizado por Harvatine e Allen (2006b), testando o grau de insaturacéao
de suplementos lipidicos sobre o consumo de matéria seca e nutrientes, verificou que a
adicao de suplemento lipidico a dieta diminuiu o CMS e o aumento no grau de
insaturacao da fonte lipidica ingerida provocou diminui¢do linear no CMS, enquanto
acidos graxos saturados nao afetaram esse parametro. Nesse experimento foram
usadas oito vacas em lactacdo canuladas no rumen e abomaso e as dietas
suplementadas continham em torno de 40% de volumoso e 8% de acidos graxos totais.
Weiss e Wyatt (2004), avaliando vacas canuladas no rumen com produgéo de leite em
torno de 40 kg/dia e 50% de volumoso na dieta também sé observaram diminuicdo no
CMS, quando houve alta suplementacgao lipidica (3,4 % de AGCL) e essa apresentava
maior quantidade de &cidos graxos insaturados. Outros estudos realizados por Avila et
al. (2000), Salla et al. (2003), Loor et al. (2005), Huang et al. (2008), Santos et al. (2009)
e Weiss e Pinos-Rodriguez (2009), todos com vacas leiteiras no terco médio de
lactacao, ndo detectaram influéncia de suplemento lipidico, independentemente do perfil
do mesmo (saturado, insaturado ou ambos), sobre o CMS. Palmquist e Conrad (1978)
nao constataram alteracées no consumo de vacas no inicio de lactacado com niveis de

suplementacao lipidica até 6,8% e 50% de concentrado na dieta. Harvatine e Allen
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(2006b) verificaram diminuigdo no consumo de FDN com a adigao de lipidio as dietas,
independente do grau de insaturagéo da fonte lipidica. Ja Avilla et al. (2000), variando a
razdo entre AG insaturados e saturados (sebo e gordura amarela) em dietas com 45%
de feno de alfafa para vacas produzindo 35 kg/d de leite, ndo verificaram redugcédo no
consumo de FDN. Salla et al. (2003), avaliando vacas Jersey de 20 kg/dia de leite
recebendo dietas com 50% de volumoso e 5 % de EE (sebo, sais de calcio de éleo de
palma e gréo de soja moido) também ndo obtiveram essa redugdo. Assim como para
CMS, o nivel de suplementacao possivelmente dita alteragées no consumo de FDN.

Vargas et al. (2002), que estudaram o efeito do uso de grao de soja moido ou do
6leo de soja no nivel de 4% de EE na dieta de vacas produzindo 20 kg de leite/dia,
constataram que as fontes lipidicas reduziram em 20% o CMS, sem alterar a produgao
de leite. Os resultados deste estudo estdo de acordo com os relatos de varios autores,
que também nao observaram efeito no consumo de MS ao suplementarem dietas com
diferentes fontes lipidicas (ELLIOTT et al., 1993; GRUMMER; LUCK; BARMORE, 1993;
SMITH et al.,, 1993; DRACKLEY et al.,, 1994; PANTOJA et al., 1994; JENKINS;
BERTRAND; BRIDGES, 1998). Entretanto, divergem dos resultados encontrados em
outras pesquisas, nas quais a inclusao de lipidios nas dietas causou reducao (GARCIA-
BOJALIL et al., 1998; ONETTI et al., 2002; VARGAS et al., 2002) ou aumentos no
consumo (PANTOJA; FIRKINS; EASTRIDGE, 1996a). Hinders (2000) cita que a
producdo de leite alcanga sua maxima eficiéncia quando os acidos graxos constituem
16% da EM. Segundo Jenkins (1997), para vacas da raca Holandesa, isto equivale a
600- 700 g de lipidios suplementares por dia, entretanto, a resposta maxima observada
com adicao de lipidios na dieta raramente excede 3,5 kg. Além disso, 700 g de lipidios
seriam necessarios para suportar esta producado (80% de digestibilidade da fonte
lipidica e eficiéncia de 75% de utilizacao pela glandula mamaria).

Com a adigao de elevadas quantidades de lipidios nas dietas para ruminantes, a
concentracao de acidos graxos volateis (AGV) pode ser afetada (FERLAY et al., 1992;
KHORASANI et al., 1996). A inclusdo de 6leos ou graos de oleaginosas na dieta de
ruminantes pode acarretar em baixas quantidades de acetato e altas de propionato, que
geralmente estdo relacionadas com baixa digestdo da fibra (FERLAY et al., 1992;
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TESFA, 1993). Eficiéncia microbiana parece ser aumentada pela gordura por causa da
reducdo das contagens de protozodrios e predagdo (CLARK; KANNEGANTI, 199;
STERN et al., 1994.).

Efeitos da suplementacao de gordura na digestao ruminal e escape nao pode ser
determinada com base apenas na dieta basal e na fonte de gordura fornecida. Os
micro-organismos do rumen foram capazes de adaptar-se parcialmente aos acidos
graxos insaturados, quando as gorduras foram introduzidas no rimen em pequenas e
mais frequentes refeicbes. Essa adaptacdo muitas vezes equalizou os efeitos dos
acidos graxos saturados e insaturados no rumen e reduziu os efeitos sobre a contagem
de protozoarios. Apesar de uma relacdo negativa entre a contagem de protozoarios
holotrichia no rimen e a eficiéncia de sintese de proteina microbiana (ESPM) no rumen
ser estabelecida, sdo necessarias mais pesquisas para explicar melhor os mecanismos
especificos envolvidos no “turnover” mediado por protozoarios da proteina microbiana
(OLDICK et al., 2000).

Com relacdo a comparacdo entre fontes lipidicas insaturadas e saturadas,
Pantoja et al. (1996a) avaliaram 5 dietas, sendo uma controle, sem adi¢ao de gordura, e
quatro dietas com 5% de gordura adicionada na forma de sebo, sebo mais sebo
parcialmente hidrogenado em proporgdes de 2:1 ou 1:2, ou sebo parcialmente
hidrogenado; os indices de iodo foram 45, 35, 26 e 16 para as dietas com adicao de
gordura, respectivamente. As digestibilidades da MO, FDN e N n&o foram afetados pela
suplementacdo de gordura ou pelo grau de saturagcédo da gordura. A digestibilidade dos
acidos graxos foi menor para os animais alimentados com gordura do que para aqueles
alimentados com a dieta controle e diminuiu linearmente com o aumento da saturacao
de gordura.

Em outro experimento, Pantoja et al. (1996b) avaliaram os efeitos da saturagéo
de gordura, quantidade e fonte de fibra efetiva sobre o metabolismo do acido graxo. Os
animais foram alimentados com uma dieta controle sem adicdo de gordura ou dietas
com 5% de adig&do de gordura sendo os tratamentos: sebo saturado, sebo ou mistura de
gordura animal e vegetal; além disso, as dietas com gordura animal e vegetal tiveram
trés percentuais de fibra efetiva: 40% de volumoso, 40% de volumoso mais 20% de



14

casca de soja, ou 60% de volumoso. Vacas alimentadas com dietas suplementadas
com gordura tendem a ter maior desaparecimento de acidos graxos totais no riumen do
que aquelas alimentadas com a dieta controle. O desaparecimento de acidos graxos do
rumen, especialmente C:16 e C:18, foi maior para os animais alimentados com a dieta
pobre em fibras. Em ambos os ensaios o CMS aumentou linearmente a medida que a
saturacao da gordura aumentou.

De acordo com Harvatine e Allen (2006b), aumentando o suplemento de gordura
insaturada diminui-se a producao de gordura no leite e ha uma tendéncia em diminuir o
consumo de energia digestivel (ED). A teoria de bio-hidrogenacdo da depressado da
gordura do leite foi consistente com a diminuicdo da producdo de gordura do leite
associado com o aumento das concentracdes de CLA trans-10, cis-12 e o AG total trans
C18:1. Vacas com depressdao de gordura do leite aumentaram o ganho de peso
corporal. A depressado da gordura do leite ocorre normalmente com pouco efeito sobre o
consumo de MS, o que é esperado para aumentar 0 ganho de peso corporal. Isso pode
ser explicado pelo tipo de energia disponivel e a compensacao incompleta da ingestao
para manter a homeostase energética.

Kargar et al. (2010) concluiram em seu estudo que a adicao de 6leo de palma
hidrogenado ou gordura amarela aumenta a densidade energética da dieta de vacas
leiteiras e houve uma tendéncia de aumento na ingestdo de energia liquida (EL), sem
afetar o consumo de nutrientes. A suplementacao de 6leo de palma hidrogenada ou
gordura amarela teve efeitos minimos sobre os padrdes alimentares e atividade de
mastigacao de vacas da ragca Holandesa sob condigdes gerais de alimentacéo. As duas
fontes de gordura pode substituir a outra, dependendo da disponibilidade ou custo.

A digestibilidade intestinal aparente de C18:0 em vacas leiteiras aumentou
linearmente com o grau de insaturacdo do suplemento lipidico, independentemente do
nivel de concentrado na dieta (PANTOJA et al., 1996b). A partir de uma extensa revisao
da literatura, concluiu-se que, em média, a digestibilidade dos acidos graxos saturados
aumenta moderadamente com o comprimento da cadeia e que os acidos graxos
insaturados sdao mais digestiveis do que os acidos graxos saturados (DOREAU;
FERLAY, 1994; DOREAU; CHILLIARD, 1997). A bio-hidrogenacdo que ocorre no
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intestino grosso pode ter resultado em uma pequena subestimacao da digestibilidade
de acidos graxos saturados e uma superestimacao da digestibilidade de acidos graxos
insaturados, porque as digestibilidades no intestino delgado e grosso séo relativamente
proximas (DOREAU; FERLAY, 1994).

A digestibilidade e as caracteristicas dos nutrientes nao foram alteradas quando
2,2% de sebo foram adicionados a dieta contendo 10% de grdos integrais de soja
(SCHAUFF et al., 1992a) ou alto teor de 6leo de milho (ELLIOTT et al., 1993) para
vacas em lactacao, o que sugere que o sebo ou gorduras resistentes ao rimen podem
ser combinados com sementes oleaginosas para maximizar a gordura dietética para
vacas em lactacdo, sem deprimir a digestibilidade de outros nutrientes (WU et al.,
1994).

Ao utilizar suplementos lipidicos na dieta de vacas, é necessario sempre avaliar a
categoria animal, tipos de fontes de lipidios e o seu fornecimento, pelo simples fato
desses aspectos influenciarem a resposta do animal sobre a fonte de gordura. A partir
da literatura nota-se que a suplementacdo de gordura pode ou nao afetar o CMS,
porém o grau de saturacdo, a porcentagem de inclusdo no total da MS da dieta, a
palatabilidade das dietas, o perfil de acidos graxos, o método de suplementacéo e o
periodo fisioldgico influenciam diretamente no CMS (GANDRA, 2012).

2.2 Digestao e metabolismo ruminal de lipidios

Quando o material alimentar entra no rimen, ele entra numa grande camara de
fermentacdo, onde se submete a uma vasta gama de transformacbes quimicas
realizadas pela populagédo microbiana (HARFOOT, 1978). Os lipidios séo amplamente
alterados no rumen, resultando em diferencas marcantes entre o perfil de acidos graxos
dos lipidios na dieta (principalmente acidos graxos insaturados) e lipidios que saem do
rumen (principalmente AG saturados). Micro-organismos ruminais transformam lipidios
que entram no rimen via dois grandes processos, a lipélise e a bio-hidrogenagéo (BH).
Lipidios que entram no rumen sao primeiramente transformados por lipases

microbianas em um processo chamado lipdlise. As lipases microbianas hidrolisam as



16

ligacbes éster em lipidios complexos, causando a liberagdo dos AG (GARTON;
LOUGH; VIOQUE, 1961; DAWSON; HEMINGTON; HAZLEWOOD, 1977). Apb6s a
lipdlise, os acidos graxos insaturados sofrem BH por micro-organismos ruminais. Este
processo converte os AGI para AGS via isomerizacao a intermediarios de acidos graxos
trans, seguido por hidrogenacdo das ligagdes duplas (HARFOOT; HAZLEWOOD,
1988).

As taxas de lipolise e BH sdo dependentes do tipo e quantidade de gordura que
chega ao rimen (BEAM et al., 2000) e o pH ruminal (VAN NEVEL; DEMEYER, 1996). O
grau de saturacédo da suplementagao dietética influencia a digestdo de gorduras e a
absorcao de gordura (BAUCHART, 1993; JENKINS, 1993). Mais gordura saturada
geralmente tem menos efeitos prejudiciais sobre o metabolismo microbiano no rimen, e
mais gordura insaturada € absorvida de forma mais eficaz no intestino delgado
(OLDICK et al., 1997). O acumulo de C18:2n-6 no rumen inibe a bio-hidrogenagao
completa (JENKINS; ADAMS, 2002). H& desaparecimento insignificante de &cidos
graxos de cadeia longa a partir do rimen (JENKINS, 1993) e o intestino delgado € o
local principal de absorcao de acidos graxos (ANDERSEN et al., 2008).

A quantificacdo de acidos graxos que realmente alcancam o duodeno para
absorcao é crucial para determinar o potencial de transferéncia para os tecidos animais
ou leite (MERCHEN; ELIZALDE; DRACKLEY, 1997), porque os lipidios transformados
no rumen (60%) e os lipidios sintetizados pelos micro-organismos ruminais (35%)
constituem 95% do total de lipidios que chegam ao duodeno (JENKINS, 1994).

De forma geral, a suplementagéo de acidos graxos nas dietas de ruminantes tem
as seguintes vantagens: aumento da ingestao de energia quando a ingestdao de matéria
seca € a mesma ou € reduzida (aumento da densidade energética da dieta); aumento
da eficiéncia do uso de energia em decorréncia de menor incremento calérico; aumento
parcial da eficiéncia da producéo de leite pela incorporacao direta da gordura da dieta
na gordura do leite; substituicdo de carboidratos rapidamente fermentaveis visando a
otimizagdo de consumo de forragem e fermentacao ruminal (participacao de nutrientes
para a secrecao do leite); possibilidade de uso de fontes alternativas de energia;
utilizados para modificagdo da composicdo da gordura do leite ou de tecidos para
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aceitacao pelo consumidor € aumento da absorcao de nutrientes soluveis (NRC 2001;
PALMQUIST; MATTOS, 2006).

Assim, além de ser considerada uma fonte de energia, os 4cidos graxos também
séo indicados e utilizados como moderadores do metabolismo e da fisiologia. Baseado
nessas alteragcbes no processo de digestdo, a bio-hidrogenacdo ruminal deve ser
determinada de acordo com a quantidade e o tipo de &cidos graxos presentes na
digesta pds-rumen, pois € a estrutura destes acidos que determina a sua caracteristica
fisiolégica e qualifica a fonte de gordura adicionada na racao (PALMQUIST, 2007).

Embora a bio-hidrogenagédo possa ser alta, acima de 90% de acordo com Allen
(2000) e Chilliard et al. (2007), o desaparecimento dos acidos graxos C18:3, n-3 e
C18:2, n-6 no rumen varia em média 93 a 85%, respectivamente. De acordo com NRC
(2001) a estimativa de hidrogenacao de AGPI varia de 60 a 90%, enquanto que a bio-
hidrogenacao de suplementos que contém AGPI pode ser de 30 a 40% se os acidos
graxos sao fornecidos como sais de célcio de acidos graxos.

A intensidade da bio-hidrogenacdo depende da fonte e da quantidade destes
acidos graxos, exceto quando eles sdo protegidos da acdo microbiana (JENKINS;
BRIDGES, 2007). Os acidos graxos presentes em células vegetais em volumosos torna
a porcentagem de concentrado da dieta o principal fator que afeta a bio-hidrogenagéo.
Dietas contendo mais de 70% de concentrado reduzem a bio-hidrogenacao (FUENTES
et al., 2009). Este comportamento pode ser atribuido devido ao baixo valor de pH, o
qual tem se mostrado como limitante para a taxa de lipdlise (DOREAU, 2011) e para a
isomerizacdo do &cido linoleico e a segunda redugéao, levando ao acumulo de acido
vacénico.

Entretanto, a bio-hidrogenacao pode ser menor dependendo da concentragcédo de
hidrogénio (H) no ramen, onde somente 1 a 2% do hidrogénio metabdlico é usado para
este processo (CZERKAWSKI, 1984). Por outro lado, esse processo contribui para a
retirada de ions H* do ambiente ruminal, evitando seu acumulo, e para a reducdo da
producdo de metano (CH4) pelas bactérias metanogénicas, uma vez que estas

consomem hidrogénio, aumentando desta forma a eficiéncia energética da dieta se
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todas as duplas ligagcbes sdo completamente convertidas em ligacbes simples, e os
acidos graxos sao saturados.

O metabolismo do acido linoleico envolve a formacdo de acido linoleico
conjugado (CLA) principalmente C18:2 cis-9, trans-11 ou popularmente conhecido como
acido ruménico, que posteriormente pode ser convertido em acido estearico (C18:0). O
acido linolénico C18:3 € metabolizado de forma semelhante, embora o ndmero de
ligacbes insaturadas pode levar a um padrdo de bio-hidrogenacdo mais complexo
(HARFOOD; HAZLEWOOD, 1997; JENKINS et al., 2008). O principal intermediario do
metabolismo do acido graxo C18:3 foi demostrado como sendo o &cido trienoico, C18:3
cis-9 trans-11, cis-15 (WASOWSKA et al., 2006). Outros intermediarios identificados

incluem C18:3 trans-9, trans-11, cis-15 e o0 acido graxo C18:2 trans-11, cis-15.

2.3 Bio-hidrogenacao e fluxo intestinal de acidos graxos

A teoria da bio-hidrogenagé&o foi proposta por Davis e Brown (1970), e elaborada
por Pennington e Davis (1975). Apds a hidrolise, os acidos graxos poliinsaturados
tornam-se disponiveis a agdo microbiana para o processo de bio-hidrogenacgéo, que se
inicia pela isomerizagdo da ligacao cis-12 dos acidos linoleico e linolénico a ligacao
trans-11, que quando resultante do &cido linoleico, formam AG cis-9, trans-11, ou CLA.

Em seguida, a dupla ligagédo cis-9 € hidrogenada, produzindo C18:1 trans-11 e
C18:2 trans-11, cis-15 para os &cidos linoleico e linolénico, respectivamente. O C18:2
trans-11, cis-15 sofre uma hidrogenagédo na dupla ligagéo cis-15, produzindo também
C18:1 trans-11, o qual é também hidrogenado na C18:1 trans-11, resultando em &cido
estearico. As bactérias envolvidas na bio-hidrogenagdo tém sido classificadas em
grupos A e B, de acordo com o padrdo metabélico (KEMP; LANDER, 1984). E preciso
enfatizar que para se obter completa bio-hidrogenacdo de AGPI, ambos os grupos de
bactérias sdo geralmente necessarios.

O grupo A hidrogena os acidos linoleico e linolénico somente a C18:1 trans-11, ja
o grupo B é capaz de hidrogenar acidos graxos monoinsaturados a acido estearico. A
espécie Butyrivibrio fibrisolvens tem sido reconhecida como a principal bactéria
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responsavel pela bio-hidrogenacao de acidos graxos insaturados no rimen (KEPLER,;
TUCKE; TOVE, 1970).

A extensao da bio-hidrogenacao € determinada pelas caracteristicas da fonte de
gordura, o tempo de retencdo no rumen, e as caracteristicas da populagcdo microbiana
(ALLEN, 2000), que também dependem da fase fisiolégica do animal, tipo e quantidade
de volumoso fornecido. Bio-hidrogenagao ruminal pode ser simplesmente descrita como
uma funcéo do tamanho do conjunto de AG disponivel, o tempo de retengédo no rimen e
capacidade de hidrogenacédo bacteriana. A capacidade de hidrogenacédo bacteriana
depende da espécie e da concentracdo da populacdo microbiana, € 0 ambiente do
rumen. A bio-hidrogenagao microbiana € um processo complexo de mdltiplos passos,
cuja cinética ndo estd totalmente elucidada. Mais pesquisas especificas sao
necessarias para um melhor entendimento desse processo.

Bio-hidrogenacdo ¢é tradicionalmente classificada como a proporcdo de AG
insaturados ou ligacdes duplas que desaparecem no rumen (TICE; EASTRIDGE;
FIRKINS, 1994; WU; OHAJURUKA; PALMQUIST, 1991). Embora este seja um indice
de metabolismo ruminal, ele nao fornece uma descricdo mecanicista da bio-
hidrogenacado de AG. Além disso, este método € inadequado para o célculo da bio-
hidrogenacdo de AG monoinsaturados porque o aparecimento de AG a partir da bio-
hidrogenacdo nao € determinado. A taxa de bio-hidrogenacédo pode ser determinada
pela determinacao in vitro e sistema de cultura continua, mas ambos tém aplicagao
limitada em condic¢des in vivo.

Harvatine e Allen (2006a) determinaram as taxas de bio-hidrogenacéo de 4acidos
graxos e passagem em vacas em lactagcdo recebendo suplementos de gordura com
variagdo no grau de saturacdo. Taxas de passagem fraciondrias de primeira ordem
foram determinadas pela divisdo do fluxo duodenal de acidos graxos por seus
respectivos tamanhos de “pools” ruminais. A determinagdo das taxas de bio-
hidrogenagao exigiram o desenvolvimento de um modelo para calcular a transferéncia
de acidos graxos entre “pools”. Os tratamentos foram o controle e uma substituicao
linear de 25 g/kg de suplementagao de acidos graxos variando em relacao a saturacao
do seguinte modo: saturados, mistura de saturados e insaturados e &cidos graxos
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parcialmente insaturados. As taxas de passagem do C16:0, C18:0 e do total de acidos
graxos de 18 carbonos foram linearmente diminuidas com o aumento de acidos graxos
insaturados e a taxa de passagem fracionada do trans-18:1 foi influenciada de forma
quadratica com um maximo para o tratamento intermediario.

O aumento de AGI aumenta a extensao de bio-hidrogenacao do C18:2 e C18:3 e
diminui a extensao de bio-hidrogenacao do C18:1 e C18:1- trans. Os sais de célcio nao
protegeram os AGPI da bio-hidrogenag¢ao ruminal, apesar de um média de pH ruminal
de 6,0, e &cidos graxos insaturados diminuiram a bio-hidrogenagao ruminal de C18:1-
trans, resultando em aumento do fluxo duodenal desses acidos graxos. O modelo
permitiu uma descricdo mecanicista da bio-hidrogenacao ruminal e a determinagcao da
extensdo da bio-hidrogenacao de C18:1 (HARVATINE; ALLEN, 2006a).

Beam et al. (2000) apresenta uma representagdo esquematica do metabolismo
dos lipidios no rumen, que incluiu a lipélise, a isomerizacdo, e a hidrogenacao,
resultando na formacdo de AG saturados. A hidrogenacdo de linolénico e linoleico
resultou na formagao de AG trans-monoinsaturados apos a formacgéao de intermediarios
trans-dieno, que sao rapidamente metabolizados (HARFOOT; HAZLEWOOQOD, 1997).

A bio-hidrogenacao do acido oleico também inclui a formacdo de um certo
nuamero de intermediarios C18:1- trans (MOSLEY et al., 2002). C18:1-trans podem ser
hidrogenados em acido estearico, ou passar para o duodeno. Numerosos estudos in
vitro tém demonstrado rapida bio-hidrogenacdo de C18:2 e C18:3, mas observaram
uma menor capacidade para bio-hidrogenagdo C18:1-trans, especialmente com o
aumento de AGPI (BEAM et al., 2000), diminuigdo do pH (MARTIN; JENKINS, 2002), e
reducao da fibra dietética (HARFOOT; HAZLEWOOQOD, 1997). O perfil de acidos graxos
que atinge o duodeno é determinado pelo perfil de AG dietético e metabolismo no
ramen.

Métodos in situ também foram empregados (ENJALBERT et al., 2003), mas
estes sao limitados por causa da entrada e saida de AG de sacos in situ. Métodos de
modelagem da digestdo de carboidratos no rimen (ALLEN; MERTENS, 1988) podem
ser aplicados ao metabolismo ruminal de AG. O “pool” e 0 método de fluxo determinam
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as taxas de passagem ruminal de primeira-ordem e de digestdo, utilizando o fluxo
duodenal e o tamanho do “pool ruminal” (FIRKINS et al., 1998).

A medicdo do tamanho do “pool” ruminal de AG e o fluxo duodenal permitem o
calculo de taxas de passagem do rumen e também a determinagéo da taxa fracional de
bio-hidrogenacdo de AG, com a suposicdo de que o desaparecimento de AG é
proveniente da bio-hidrogenacédo e ndo de oxidagcdo ou absor¢cdo. O modelo também
permite o célculo da extensdo da bio-hidrogenacao individual de AG, calculada a partir
de taxas de passagem e bio-hidrogenacdo (HARVATINE; ALLEN, 2006a).

Beam et al. (2000) conduziu 5 experimentos in vitro no intuito de identificar
potenciais fatores que podem afetar as taxas de lipdlise e bio-hidrogenacdo no
conteudo ruminal. A taxa de bio-hidrogenacao de C18:2 em 6leo de soja nao foi afetada
pela quantidade de cereais ou gordura fornecidos a vaca doadora, ou o tempo apos a
alimentagdo que o in6culo ruminal foi coletado. Com base nestes resultados, as
concentragoes elevadas de &cido linoleico na dieta possivelmente reduziram a bio-
hidrogenagdo e aumentaram o fluxo poés-ruminal deste acido graxo insaturado. O
aumento da absorcdo de &cidos graxos insaturados também tem sido associado ao
reduzido CMS de vacas leiteiras (DRACKLEY, 2000). Portanto, quando aumentou-se a
concentracao de C18:2, seja na forma de acido livre ou esterificada, houve um declinio
na sua BH. Em maiores quantidades de adicdo de lipidio (8 e 10% do substrato), o
declinio na BH de C18:2 foi mais grave para o &cido livre do que para a forma de
triglicerideos. O ponto principal era como as dietas afetavam a BH do acido graxo mais
abundante em OS, que no caso é o C18:2. Os resultados mostraram que as taxas de
BH do C18:2 foram extremamente consistentes durante todos os dias e horarios,
indicando que todas as mudangas no rumen que ocorrem no dia a dia ou com o tempo
apos a alimentacdo, ndo eram graves o suficiente para afetar a cinética de lipidios.

Beam et al. (2000) também avaliaram lipdlise e bio-hidrogenagcdo em ovinos
recebendo diferentes propor¢cées de volumoso. Quando diminuiu-se a proporgcao de
fibras nas dietas (42,8 para 19,5%) e aumentou-se a proporcdo de amido (12,2 para
35,7%), as taxas de lipdlise e BH foram reduzidas em quase 50%. Um pH baixo

também inibiu a lipdlise e BH no rdmen em culturas in vitro. Com base nos resultados
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de todos os cinco experimentos, os fatores que tém maior influéncia sobre as taxas de
lipdlise e BH foram a quantidade de gordura adicionada e o numero de ligagdes duplas
no acido graxo.

Pantoja et al. (1996b) avaliaram os efeitos do grau de saturacdo de gordura e
diferentes fontes de fibra em vacas leiteiras. A suplementacdo de gordura diminuiu
significativamente a bio-hidrogenacdo de AG no rumen, principalmente por causa da
tendéncia de menor percentual de bio-hidrogenacao em vacas alimentadas com a dieta
com gordura saturada e casca de soja. BH nao foi afetada pela concentragao de fibra
efetiva. Se a concentracéo ou fonte de volumoso afeta a bio-hidrogenacgao in vivo nao
esta claro porque dados in vivo disponiveis séo limitados.

Loor et al. (2004) estudaram o fluxo e bio-hidrogenacdao em vacas leiteiras
recebendo alto e baixo concentrado (65 e 35 %, respectivamente) e 3 % de 6leo de
linhaca. O fluxo duodenal do total de acidos linoleicos conjugados (CLA) aumentou 1,40
g/d com dietas de baixo concentrado e 3,01 g/d com alto concentrado quando houve
inclusdo de 6leo de linhaca. Acido vacénico (C18:1-trans11) e acido linoleico conjugado
(CLA) (C18:2-cis9, trans11 e C18:2-trans10, cis12) em carne e leite sdo exemplos de
intermediarios da bio-hidrogenacdo que podem ter implicagcbes benéficas na saude
humana. Assim, o conhecimento adicional sobre bio-hidrogenacdo microbiana de
acidos graxos insaturados no rumen pode beneficiar a nutricdo e a saude dos seres
humanos. Os dados de estudos in vivo (KALSCHEUR et al., 1997) e in vitro (VAN
NEVEL; DEMEYER, 1996) sugerem que a baixo pH ruminal reduz as taxas de BH no
rumen. Nesse estudo, entretanto, ndo foi observado um efeito de concentrado ou 6leo
de linhaca sobre o pH ruminal, que em média foi 6,38 (UEDA et al., 2003).

A bio-hidrogenacao completa até acido estearico é promovida pela presenca de
células livres no liquido ruminal e nas particulas de alimentos (KELLENS; GODERIS;
TOBBACK, 1986), mas ¢ inibida de forma irreversivel por grandes quantidades de acido
linoleico (HARFOOT; NOBLE; MOORE, 1973).

Jenkins et al. (1993) compilaram dados de 15 estudos publicados que analisaram
o fluxo de lipidios para o intestino delgado de bovinos e ovinos. Dos 47 grupos de
animais incluidos no conjunto de dados, 15 tinham perda liquida de lipidios da boca ao
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duodeno. A perda lipidica pelo rimen foi mais comum para as dietas com adicao de
gordura (11 em 15) do que para dietas de controle (4 em 15).

Por causa da limitada, e muitas vezes, conflitante informacao sobre alteragdo do
conteudo de acidos graxos dos alimentos derivados de ruminantes através do
fornecimento de oleaginosas processadas em diferentes graus, foi realizado um estudo
para avaliar a digestdo de acidos graxos em cordeiros alimentados com gordura
suplementar de cartamo, semente que pertence a mesma familia do girassol, na forma
de sementes inteiras, sementes quebradas e 6leo (PRICE et al., 2007). A BH ruminal de
acidos graxos de cartamo ricos em linoleico foi extensa, independentemente da forma
fisica usada. No entanto, devido a bio-hidrogenacao ruminal ndo ser completa, fornecer
acidos graxos de cartamo aumentou o fluxo duodenal e o desaparecimento intestinal de
C18:2n-6 e intermediarios da bio-hidrogenacdo. O fornecimento de suplementos de
gordura a base de vegetais e peixe ira aumentar os intermediarios da bio-hidrogenacao
disponiveis para o metabolismo de uma variedade de tecidos de animais ruminantes.

Doreau e Chilliard (1997) avaliaram 113 estudos sobre balanco de acidos graxos
e suas perdas no rumen. Estes autores observaram que do total de acidos graxos
consumidos chegaram somente 80,1% ao duodeno. Esse resultado pode ser atribuido
ao desaparecimento do AG C18:3, n-3 e C18:2, n-6 no rumen que pode ocorrer em
média 93 e 85%, respectivamente (CHILLIARD et al., 2007). Lundy et al. (2004)
avaliaram a inclusdo de 6leo de soja e sais de célcio de 6leo de palma em 2,75% da
matéria seca e a mistura das duas fontes de gordura em quatro vacas canuladas no
rumen e duodeno. Estes autores observaram aumento da bio-hidrogenag¢do ruminal de
C18:2 (n-6) que foram resultados coerentes, ja que houve maiores perdas dos acidos
graxos insaturados observada no duodeno. De acordo com Doreau e Chilliard (1997)
em dados analisados de mais de 100 observagdes de estudos publicados avaliando a
bio-hidrogenacao e fluxo de acidos graxos, as perdas de C18:2 (n-6) e C18:3 (n-3),
respectivamente sdo maiores quando se utiliza fontes de AG ndo complexados como
6leos.

Em virtude do processo de bio-hidrogenacdo de acidos graxos insaturados no

rumen, os acidos graxos da dieta sofrem mudangas em sua estrutura quimica, e o perfil
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de acidos graxos que passam para o abomaso é alterado, sendo que para comprovar a
bio-hidrogenacao completa de AG, maiores concentragcées do acido estearico (C18:0)
teriam que ser encontradas na digesta abomasal comprovando tal condigdo
(HAVERTINE; ALLEN, 2006a).

Glasser et al. (2008) em meta-anélise sobre o fluxo duodenal de acidos graxos
C18 e C4 ao C16, concluiu que os Oleos vegetais tem alta correlacdo no aumento de
isbmeros C18 no duodeno pela bio-hidrogenagédo ruminal. Os autores concluiram que
existe relacao positiva para a quantidade de isémeros C18 no duodeno com o C18 do
leite. O C18 do leite tem um equilibrio na propor¢gdo com os AG <C16 e tem um limite
por mais que o fluxo duodenal seja intenso, isso ndo acarretard grande aumento no C18
do leite. Portanto, mudangas na taxa de bio-hidrogenacao aliada ao consumo e ao tipo
de AG presente na dieta, podem influenciar de forma acentuada o fluxo intestinal de
AG.

Em outra meta-analise, Schmidely et al. (2008) usou um banco de dados
construido a partir de 95 experimentos com 303 tratamentos para quantificar a BH de
AG, a ESPM, o fluxo duodenal e absorcéo intestinal de AG totais e de AG com 12 a 18
unidades de carbono (C), em resposta a variagcdes no teor de AG da dieta, na fonte ou
no tratamento tecnoldgico do suplemento de gordura. Os fluxos de AG foram expressos
em relagdo ao CMS para compilar dados de bovinos e ovinos. BH tendeu a aumentar
de forma curvilinea com a ingestdao de AG, enquanto AG na dieta ndo afetaram a
ESPM. Uma relacao linear entre o consumo de AG e o fluxo duodenal de AG totais foi
obtida, com um coeficiente de 0,75 g de AG duodenal/kg CMS para cada g de AG
ingerido/kg CMS.

Os balangos positivos de AG total (consumo - duodeno) entre experimentos
foram relacionados as baixas ESPM. As relacdes entre os fluxos duodenais de AG com
12 a 18 unidades de carbono e os seus respectivos consumos foram lineares, com um
coeficiente que aumentou com o nimero de unidades de carbono. O fluxo duodenal de
AG de bactérias foi linearmente relacionado com a ingestdo de AG, enquanto que a
contribuicdo dos lipidios bacterianos ao fluxo duodenal diminuiu a medida que
aumentou a ingestdo de AG. Para cada AG com 12 a 16 unidades de carbono, a
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predicao de absorcao de AG de seu respectivo fluxo duodenal foi linear. Para AG total e
AG com 18 unidades de carbono, a absorcdo aparente estabilizou em altos fluxos
duodenais. Todas essas relagdes foram discutidas de acordo com o conhecimento atual
sobre 0 metabolismo microbiano no rimen e a digestibilidade intestinal de AG no
intestino. Além disso, os fluxos duodenais de AG também incluem os AG alimentares
cis que escaparam da BH, e AG da sintese “de novo” pelas bactérias ruminais.

No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para determinar mais claramente se
os fluxos desses grupos de AG diferiam em termos de digestibilidade intestinal, a fim de
construir um sistema de unidade de prever com precisao os fluxos de AG digestiveis no
intestino (SCHMIDELY et al., 2008).

2.4 Fontes de acidos graxos para ruminantes

2.4.1 Oleo de soja

O ébleo de soja possui em torno de 75% de acidos graxos insaturados em sua
composi¢do, de modo que estes podem atuar na diminuicdo da produgcédo de metano e
do aumento da produgdo de CLA (ALLEN, 2000; ONETTI; GRUMMER, 2004;
PALMIQUIST; MATTOS, 2006). Segundo Dhiman et al. (2000), o 6leo de soja é rico em
acido linoleico (C18:2). Esse acido graxo insaturado, quando adicionado a dieta, tem
inimeros efeitos positivos como aumentar a eficiéncia da sintese microbiana devido a
reducao no numero de protozoarios no ambiente ruminal, reduzir a concentracdo de
aménia (NHs) ruminal pela redu¢do no nimero de bactérias desaminadoras, e aumentar
a disponibilidade de CLA, o qual tem consideravel efeito anticarcinogénico quando
presente na gordura do leite (LIN et al., 1995).

Porém, recomenda-se a inclusdo de apenas 3% a 5% de 6leo de soja na dieta
(PALMQUIST; JENKINS, 1980), afim de reduzir a incidéncia de possiveis efeitos
deletérios, como reducao na digestibilidade de alimentos fibrosos, o que aumenta sua
retencdo ruminal e reduz a ingestdo de MS (ALLEN, 2000), reducdo na produgéo de
leite e no teor de gordura do mesmo (PALMQUIST, 1991; DHIMAN et al., 2000), e
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diminuicdo na concentragcdo de AGCC e na proporcao de acetato:propionato no rimen
por inibicdo das bactérias gram-positivas (NAGARAJA et al., 1997).

A constatagao acima foi avaliada também por Eifert et al. (2006), que observaram
ndo apenas uma diminuicdo de 22% e 23,2% nos AGCC e nos AGCM,
respectivamente, assim como um aumento de 29,6% de AGCL com a inclus@o de 6leo
na dieta.

Bateman e Jenkins (1998), estudando o efeito da adicdo de éleo de soja (0, 2, 4,
6 ou 8% da dieta, MS) sobre a fermentacao ruminal de vacas nao lactantes recebendo
50% de volumoso, observaram que a adigao de 6leo de soja diminuiu a ingestao de MS,
MO, e a concentracdo de AGCC total, acetato e propionato. No entanto, ndo causou
efeito sobre a digestibilidade total da MS, MO, proteina, ou FDN. A digestibilidade
aparente de AG declinou nao linearmente de 91,1 a 59,4% quando OS foi adicionado as
dietas. Sendo assim, estes autores concluiram que grandes quantidades de éleo de
soja podem ser adicionadas em dietas com alta fibra sem aumentar a concentragéo
ruminal de acidos graxos insaturados ou diminuir a digestibilidade.

O efeito negativo do 6leo sobre o consumo foi também verificado por Jenkins e
Palmquist (1984). Isto ocorre porque fontes ricas em &cidos graxos insaturados, como
6leo de soja, apresentam efeitos sobre a permeabilidade da membrana microbiana,
inibindo principalmente a atividade de bactérias gram-positivas, modificando a
fermentacao ruminal (NAGARAJA et al., 1997). Com isso, ha impedimento da adeséao e
multiplicacdo da populacao de bactérias celuloliticas, responsaveis pela fermentacao da
fibra, reduzindo a passagem do alimento pelo sistema digestivo e, consequentemente, o
consumo.

Oleos reduzem a digestibilidade aparente total de carboidratos quando se
fornece silagem de milho como volumoso comparado com outros volumosos como o
feno de gramineas (BEN SALEM et al., 1993). Por ser uma fonte de gordura insaturada
desprotegida, o 6leo de soja € extensivamente biohidrogenado no rumen, podendo
chegar a completa saturacao como acido estearico.
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2.4.2. Grao de soja

O grao de soja tem sido utilizado na alimentagdo de ruminantes com o propésito
de ser fonte de proteina, especialmente pela alta concentracdo e adequado valor
biolégico deste nutriente, e por também apresentar uma fibra de alta digestibilidade, e
com efetividade mediana quando comparado com forragens, mas superior a de outros
alimentos concentrados (NRC, 2001; VALADARES FILHO; MAGALHAES; ROCHA
JUNIOR, 2006). Também, pelo elevado teor de extrato etéreo, pode ser considerado
alimento fonte de gordura para ruminantes. O grdo de soja também se destaca pelo
elevado valor de &cidos graxos insaturados e pela grande aceitacdo pelos animais.
Além disso, a soja é bastante cultivada nas mais importantes bacias leiteiras do Brasil,
especialmente nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Parana e Goias, viabilizando a
utilizagao do grao de soja na alimentagéo animal (RENNO et al., 2009).

Quando suplementamos lipidios através da inclusdo de sementes oleaginosas na
alimentagao de vacas em lactagdo temos as seguintes vantagens: liberacao gradual do
6leo no ambiente ruminal; o que diminui a taxa de bio-hidrogenacao ruminal; aumento
da ingestdao de energia sem reducao do pH ruminal, o que pode ser interessante em
situacdes onde é aconselhavel menor inclusdo de amido; reduzir o estresse térmico nas
vacas de leite em clima quente através do aumento da eficiéncia do uso de energia em
decorréncia de menor incremento calorico; substituicdo de carboidratos rapidamente
fermentéaveis visando a otimizagdo de consumo de forragem e fermentagdo ruminal,
particdo de nutrientes para a secrecao do leite; aumento da flexibilidade para o preparo
da dieta; utilizados para modificagcdo da composicédo da gordura do leite e aumento da
absorcao de nutrientes soluveis. (NRC 2001; PALMQUIST; MATTQOS, 2006).

Em um experimento com vacas leiteiras de 30 kg/dia de leite recebendo 10 % de
gréo de soja e até 4% de sebo na dieta total com 50 % de volumoso, Schauff et al.
(1992a) nao encontraram diferengas na ingestdo de matéria seca com a gordura
suplementar. Concentragdes totais de AGV no liquido ruminal foram reduzidas quando
gordura foi fornecida. As propor¢cdes molares de acetato tenderam a diminuir e as

propor¢des molares de propionato tenderam a aumentar no liquido ruminal quando a
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gordura foi adicionada, o que diminuiu as propor¢coes de acetato:propionato. O pH
ruminal, as proporgdes molares de butirato, isovalerato e valerato, e as concentragdes
de nitrogénio amoniacal ndo foram alterados pelos tratamentos. Diferencas na
fermentacdo ruminal foram relativamente pequenas e, provavelmente, tiveram pouco
efeito sobre 0 desempenho de vacas quando se usa grao de soja na dieta.

Bernard et al. (1990), avaliando os efeitos da adicdo de 9,4% de grao de soja cru
ou tostado na dieta total de vacas leiteiras de 30 kg/dia de leite e recebendo 45% de
silagem de milho, verificaram que as digestibilidades aparentes da MO, PB, EE, FDA e
FDN tenderam a ser maiores quando foram alimentados com soja. A inclusdo de soja
aumentou os consumos de EE e fibra e a digestibilidade aparente dos nutrientes, mas
nao alterou a producado e composicao do leite. A soja tostada ndo forneceu nenhum
beneficio adicional comparado ao grédo de soja cru. A substituicdo de uma porcao de
milho e farelo de soja por gréao de soja em racdes para vacas leiteiras depois do pico da
lactagcdo melhorou a digestibilidade aparente de nutrientes e manteve a composi¢ao do
leite. Esta resposta foi devido a ingestdao mais elevada de FDA associadas com ragdes
contendo soja, o que favoreceria um ambiente ruminal mais estavel. A torrefacao da
soja para aumentar a quantidade de proteina indegradavel no rimen nao melhorou a
producdo de leite em relagdo ao gréo de soja cru. Sendo assim, os autores concluiram
que ndo parece ser vantajoso o processo de torrefacdo a partir dos resultados do
experimento quando s&o adicionados gréos de soja em 9,4% de MS da dieta e a
silagem de milho é o Unico volumoso presente.

A utilizagdo de grao de soja integral cru na alimentagdo de ruminantes tem sido
evitada devido a possivel presenca de substancias toxicas, estimulatérias ou inibitérias,
incluindo fatores alergénicos e anticoagulantes. Porém, a maior parte destas
substancias ndo apresenta problemas, sendo desativadas ou metabolizadas durante o
processo de digestdo, sendo a maior preocupacao a presencga de fatores que inibem a
atividade da tripsina ou quimiotripsina. A presenca destes fatores poderia apresentar
um potencial de reduzir a digestibilidade da proteina da dieta e aumentar a excrecao de
nitrogénio (MC DONALD et al., 2002). Freitas Juanior (2008), Barletta (2010) e Naves
(2010) apresentaram resultados semelhantes sobre a digestibilidade aparente total. Os
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estudos mostraram que o grao de soja nao influéncia na digestibilidade dos nutrientes,
0 que demonstra o potencial de utilizagdo do grdo de soja nas dietas de animais no
terco médio de lactacao.

Teoricamente, 0 uso de grdo de soja proporcionaria menor efeito da gordura
sobre a digestibilidade de nutrientes por proporcionar lenta liberacdo de lipidios no
rumen, ndo superando a capacidade de hidrogenacao dos micro-organismos ruminais e
impedindo uma possivel perda de digestibilidade de fibra pelo efeito negativo que
gorduras insaturados prontamente disponiveis no rimen podem causar nas bactérias
fibroliticas (COPPOCK; WILKS, 1991; PALMQUIST, 1991), resultado obtido também
por Venturelli (2011) ao fornecer até 27% de GS em vacas no final de lactacao
produzindo aproximadamente 20 kg/dia de leite.

Messana (2009) incluiu grdo de soja moido na dieta de novilhos Nelore e o
fornecimento da dieta com 2% de lipidios resultou em menor concentracdo média de
aménia no rumen quando comparado com 4 e 6% de lipidios. O autor verificou ainda
menor valor médio de pH ruminal nos animais que receberam maior teor de lipidios na
dieta (6%). As concentracdes ruminais de acetato, propionato, acidos graxos de cadeia
curta total, e a relagdo acetato:propionato, ndo foram influenciadas pelos diferentes
teores de lipidios na dieta. A concentragao de butirato reduziu linearmente com a adi¢ao
de 6% de lipidio na dieta quando comparada as dietas com 2 e 4% de lipidio. A
concentracao de propionato da dieta com 6% de lipidio, 2 horas apéds a alimentacao foi
superior aos demais tratamentos, sendo a concentracdo de acetato desta dieta inferior.
O autor justifica esse comportamento provavelmente devido ao crescimento de
bactérias celuloliticas ser mais reduzido, pois bactérias gram-positivas sdo mais
sensiveis que gram-negativas, sendo os &cidos graxos insaturados mais toxicos as
bactérias gram-positivas devido a alteracdo na permeabilidade da membrana celular
que reduz a capacidade da célula regular o pH intracelular e a captagdo de nutrientes.
Desta forma o0s micro-organismos gram-negativos, principalmente bactérias
proteoliticas, sdo menos sensiveis aos acidos graxos (DOREAU; FERLAY, 1995),
sendo o principal produto de sua fermentagdo o propionato. Messana (2009) concluiu
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que teores maiores de lipideos como 4 e 6% na dieta podem ser utilizados sem
alteracdo dos parametros ruminais.

Duarte et al. (2005) ndo observaram alteracdo no consumo da matéria seca e
fibra, de vacas com producdao média de 21 kg/dia/leite, com inclusdo de 15% de gréo de
soja na matéria seca da dieta, e com silagem de milho como volumoso basal na
proporcao V/C de 60:40, sendo que os animais consumiram cerca de 2,53 kg de gréo
de soja/dia.

Mielke e Shingoethe (1981) avaliaram dietas com farelo de soja, grao de soja cru
e grao de soja tostado na alimentacao de vacas primiparas em inicio de lactagéo e foi
utilizada silagem de milho como maior parte do volumoso, associada a feno de alfafa, a
quantidade de grdo de soja consumida foi de 2,19 e 2,14 kg/vaca/dia e nao foi
observado efeito entre as dietas utilizadas no consumo de matéria seca e de proteina
bruta.

Barletta et al. (2012) avaliaram a inclusao de diferentes niveis de grao de soja cru
e integral ( 0, 8, 16 e 24% na MS total da dieta) na dieta de vacas leiteiras no tergo
inicial de lactacao com média de producao de 31,21 kg/dia. Os autores ndo observaram
efeitos sobre a producao de leite, teores de proteina, lactose, mas observaram uma
tendéncia (P<0,10) no aumento dos teores de gordura para as dietas suplementadas
com gréo de soja. Quando Barletta et al. (2012) avaliaram o consumo de matéria seca,
somente observaram diminuicdo do consumo da dieta com inclusao de 24% de grao de
soja, nao sendo observado efeito sobre a digestibilidade da matéria seca. Nesse estudo
0s autores recomendam o uso da inclusdo 16% de grao de soja cru e integral na dieta
de vacas leiteiras, com média de 30 kg/dia, com silagem de milho como volumoso base.
Os autores ndo observaram no experimento possiveis efeitos negativos da utilizagdo de
grao de soja crua, demonstrando seu potencial de utilizagéo.

2.4.3. Sais de calcio de acidos graxos

Suplementos de acidos graxos disponiveis comercialmente diferem em perfil de
acidos graxos e na interferéncia no metabolismo ruminal (HARVATINE; ALLEN, 2006a).



31

O mais comum deles sao os sais de calcio de acidos graxos, obtido a partir de acidos
graxos de cadeia longa. Esses acidos graxos reagem com 0s sais de calcio, unidos na
forma de um sal do tipo R-COO-Ca, popularmente conhecido como sabao de célcio
(RENNO, 2009). Os sais de célcio de acidos graxos sdo comumente conhecidos como
“gordura protegida”, no entanto eles ndo sdo nem gorduras protegidas, nem “bypass”,
uma vez que se misturam ao conteudo ruminal e seus acidos graxos s&o bio-
hidrogenados. Os sais de calcio devem ser apropriadamente chamados de “inertes”, por
nao interferirem na atividade microbiana no rimen; normalmente, a bio-hidrogenacao
dos acidos graxos insaturados nessas fontes € a metade do valor observado nas fontes
convencionais (PALMQUIST; MATTOS, 2006). Considerando que ocorram possiveis
efeitos deletérios da suplementagdo de algumas fontes de gordura insaturadas sobre a
fermentacdo ruminal, esses produtos comerciais teriam como principal vantagem
fornecer acidos graxos essenciais que iriam passar direto para o abomaso sem que
ocorresse liberacdo de acidos graxos no rumen, e consequentemente, intensa bio-
hidrogenacao ruminal, ndo afetando diretamente a populacdo microbiana. Para tal, a
ligacao entre o célcio (Ca) e os acidos graxos nao deve ser rompida.

Acidos graxos ligados a fons de célcio sdo considerados indisponiveis para a
absorcao bacteriana, mas os AG ficam disponiveis pela dissociagdo do ion célcio. Os
AG insaturados disponiveis para a absor¢do sdo parcialmente bio-hidrogenados no
rumen, levando a producao de isémeros de AG trans e AG saturados (HARVATINE;
ALLEN, 2006a). Sais de calcio de AG ndo estdo totalmente protegidos no rimen e a
dissociagdo do ion de calcio permite a bio-hidrogenagcdo ruminal de AG insaturados
(WU et al.,, 1991).

Existem disponiveis no mercado comercial sais de calcio de &cidos graxos
formados a partir de 6leo de palma, colza e soja, sendo que os dois Ultimos sdo mais
insaturados e mais dissociados e bio-hidrogenados no riimen (RENNO, 2009).

Em alguns estudos, a utilizacdo de sais de calcio de acidos graxos em vacas no
periodo de transicdo nado tem reduzido o consumo de matéria seca. Rodriguez-
Sallaberry et al. (2007) e Duske et al. (2009) avaliaram a inclusdo de sais de calcio de
acidos graxos em racbes de vacas da raca Holandesa no periodo de transicdo com
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média de producao de leite de 34,0 kg/vaca/dia e um total de 5,9 % extrato etéreo (EE)
na matéria seca total no periodo pés-parto. Estes autores ndo observaram redugéo do
consumo de matéria seca no periodo pés-parto. Andersen et al. (2008) e Cerri et al.
(2009) avaliaram vacas da raga Holandesa com suplemento comercial de acidos
graxos de 6leo de palma e 6leo de soja com dietas de 8,0 % e 5,5 % de EE, na matéria
seca total das dietas respectivamente, para as ragdes com fonte de gordura. Estes
autores também nao observaram reducdo no CMS. Dessa forma, a inclusdo de acidos
graxos de sais de calcio em racdes de vacas leiteiras pode ser considerada uma 6tima
alternativa como fonte de gordura, na tentativa de suprir a demanda energética de
vacas leiteiras no inicio de lactacdo. Entretanto, é preciso considerar um periodo de
adaptacao e a aceitabilidade dessa fonte de gordura, pois em estagios criticos de baixo
consumo de matéria seca os animais submetidos a essa ragdes podem nao apresentar
o desempenho esperado (GRUMMER; HATFIELD; DENTINE, 1990).

Fiorentini et al. (2012), avaliando fontes de gordura para novilhas de corte
recebendo 60% de silagem de milho, observou que a ingestdo de nutrientes foi
influenciada pelas fontes lipidicas, e os animais que receberam o tratamento com
gordura protegida ingeriram maiores quantidades de MO, PB, EE e FDN em relacao ao
6leo de soja e soja grao. Isto se deve ao maior consumo de MS, e consequentemente
maior ingestao de quantidades de nutrientes, em comparagao as demais dietas.

De acordo com Wang et al. (2010) respostas da suplementacéo de acidos graxos
protegidos ou inertes no rumen para o consumo de matéria seca tém sido inconsistente
e afirmou que a protecdo dos &cidos graxos € incompleta é ja vem sendo descrita em
estudos anteriores (CHOUINARD et al., 1998; LUNDY et al., 2004), onde o fluxo de

acidos graxos insaturados p6s-ruminal é menor do que o esperado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local, instalacoes e animais

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio de Pesquisa em
Bovinos de Leite (LPBL) do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal (VNP) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-
USP), em Pirassununga, e o periodo de coletas de amostras foi de 18 de novembro de
2011 a 09 de fevereiro de 2012. As andlises bromatoldgicas foram realizadas no
Laboratério de Bromatologia do LPBL. As dosagens de metabdlitos séricos e a
avaliacdo do perfil de &cidos graxos dos alimentos fornecidos, sobras e digesta
abomasal foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de Bioquimica e Fisiologia
Animal do VNP (FMVZ/USP).

Foram utilizadas 8 vacas multiparas secas da ra¢a Holandesa, de peso corporal
de 614,3£59 kg (média = DP) e escore de condigdo corporal de 2,94+0,27 (média +
DP), canuladas no rimen e no abomaso. Todos 0s animais estavam com menos de 5
meses de gestacdo ao inicio do experimento, para evitar a situagdo de queda no
consumo durante o final de gestacao ao longo do experimento. Os animais foram
distribuidos em dois quadrados latinos 4x4, balanceados e contemporaneos. Todos 0s
procedimentos experimentais aplicados neste trabalho incluindo o procedimento
cirlirgico seguiram os "Principios Eticos na Experimentagdo Animal" recomendados pela
Comissdo de Bioética da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (protocolo n®1603/2009).

Os animais foram alojados em estabulo tipo “free-stall”, com ventilagao forcada,
em baias individuais de 17,5 m? de 4rea e providas de camas de areia, sendo
alimentados as 8 h e as 13 h 30. Peso corporal e escore de condicao corporal (ECC) ao
inicio do experimento foram utilizados para alocar os animais aos quadrados latinos,
buscando reduzir a variabilidade dentro dos mesmos. O consumo das dietas

experimentais foi mensurado diariamente com base na matéria seca para cada animal.
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3.2 Dietas experimentais e analise de alimentos

Cada periodo experimental teve a duragcao de 21 dias, sendo os 11 primeiros de
adaptacdo as dietas e os demais para coleta de amostras. Os animais foram
alimentados com quatro dietas durante o periodo experimental, formuladas para serem
isonitrogenadas e de forma a atenderem as exigéncias nutricionais de vacas adultas
multiparas e secas, com aproximadamente 600 kg de peso corporal, conforme
recomendacdes do NRC (2001).

As vacas foram distribuidas aleatoriamente para receber as seguintes dietas
experimentais: 1) Controle (C), composto por uma dieta basal a base de farelo de soja
e milho; 2) Oleo de soja (OS), com inclusdo de 3,0% de 6leo de soja na MS da dieta; 3)
Grao de soja (GS), com inclusao de 16,0% de grao de soja cru e integral na MS da
dieta; e 4) Sais de célcio de acidos graxos insaturados (SC), com inclusdo de 3,2% na
MS da dieta de Megalac-E® (QGN — Arm and Hammer®). As respectivas dietas e agua
foram fornecidas a vontade durante todo periodo experimental. A relacao
volumoso:concentrado utilizada durante o experimento foi de 80:20, sendo a silagem
de milho como fonte de volumoso.

Diariamente foram feitas pesagens das quantidades do volumoso e dos
concentrados fornecidos e das sobras de cada tratamento, para estimativa do
consumo. Os animais foram arragcoados de acordo com o consumo de matéria seca no
dia anterior, mantendo-se o porcentual de sobras diarias das dietas entre 10 e 15% do
fornecido, para ndo haver limitagdo de consumo. No fornecimento, o concentrado e o
volumoso eram homogeneizados no cocho, e fornecidos na forma de dieta completa
para impedir ou reduzir a sele¢cdo de alimentos pelos animais. Amostras das sobras de
cada animal e da silagem foram coletadas apds o periodo de adaptacdo as dietas,
durante o periodo de avaliagdo de consumo, entre o 11% e o 17° dia experimental,
perfazendo uma amostra composta dos diferentes dias, que apds coletadas eram
armazenadas a -20° C para posterior analises quimico-bromatolégicas. O ingredientes
dos concentrados eram coletados separadamente diretamente da fabrica de racao
também durante o periodo de avaliagdo de consumo. A composigao bromatolégica dos
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ingredientes e o perfil de acidos graxos dos ingredientes, assim como a proporcao dos

ingredientes no concentrado e na dieta total utilizados nas dietas encontram-se nas

Tabelas 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

Tabela 1 — Composi¢ao quimica, nutrientes digestiveis totais (NDT); energia liquida de lactacdo (EL,), e
energia bruta (EB) obtidos para os ingredientes, com base na % de MS

ltens Silagem de Farelo de Milho Graode Saisde Oleode
Milho Soja Moido soja célcio soja
Matéria seca 27,77 91,42 90,72 93,94 95,98 99,99
Matéria organica 94,86 93,32 98,61 94,82 78,60 100,00
Matéria mineral 5,14 6,68 1,39 5,18 21,40 -
Proteina Bruta 6,95 48,88 8,23 36,31 - -
PIDN’ 3,54 1,14 2,15 3,48 - -
PIDA? 1,65 0,41 0,52 0,28 - -
Extrato Etéreo 2,14 1,80 5,07 21,47 86,55 99,99
FDN?® 58,89 10,52 12,09 18,96 - -
FDN* 54,50 9,25 9,69 15,05 - -
CNF® 26,88 32,12 73,22 18,08 - -
FDA® 37,42 7,81 6,61 12,55 - -
FDNi 19,30 2,19 2,15 2,43 - -
Lignina 4,44 1,21 1,84 3,64 - -
NDT’ 64,99 81,60 88,87 98,31 166,59 200,52
EL.® (Mcal/kg de MS) 1,60 2,20 2,10 2,90 5,39 6,27
EB?® (kcal/kg de MS) 3916,0 4139,0 3931,0 44927 8695,8 9365,2

' Proteina insolivel em detergente neutro (% da MS); proteina insolGvel em detergente acido (% da MS); ° fiora em detergente

neutro;* fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina;

5

carboidratos nao fibrosos; ® fibra em detergente &cido;

"nutrientes digestiveis totais, estimado pelo NRC (2001); ® energia liquida de lactagdo calculada de acordo com o NRC (2001);

®energia bruta.

Tabela 2 — Composicao de acidos graxos dos ingredientes (g/100g de acidos graxos)

Ingredientes

ltem Oleode SC' Gréaode Milho Silagem de Farelo
Soja Soja moido Milho de Soja
C14:0 0,55 0,14 0,25 0,07 0,30 0,85
C16:0 18,17 11,55 17,34 10,22 11,57 11,81
C18:0 3,24 3,24 3,96 3,77 3,12 2,77
C18:1cis 12,47 13,35 16,53 21,67 23,04 22,89
C18:2 48,89 42,81 50,04 48,90 50,93 48,94
C18:3 - 6,60 4,79 4,87 6,11 3,64
Outros 4,58 0,42 0,31 - 0,39 1,19

'Sais de calcio de 4cidos graxos (Megalac-E®)
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Tabela 3 — Ingredientes e composi¢ao quimico-bromatolégica dos concentrados experimentais com base
na % de MS

Ingredientes C' Os? GS® sc’

% MS —_—
Milho moido 57,40 37,43 11,04 37,87
Farelo de soja 30,05 35,03 - 35,07
Oleo de soja - 14,99 - -
Grao de soja - - 80,42 -
Sais de calcio - - - 16,01
Ureia 5,65 5,65 1,61 5,65
Sulfato de amoénia 0,80 0,80 0,80 0,80
Premix Vitaminico ADE 0,60 0,60 0,60 0,60
Fosfato bicalcico 1,25 1,25 1,26 1,25
Calcareo 1,50 1,50 1,51 -
Mistura Mineral® 1,25 1,25 1,26 1,25
Sal comum 1,50 1,50 1,51 1,50

Composicao quimica

Matéria seca 90,84 92,26 93,26 91,73
Matéria organica 90,29 90,24 88,75 88,30
Proteina bruta 36,34 37,13 35,68 37,19
Extrato etéreo 3,45 17,52 17,83 16,41
Fibra em detergente neutro 10,10 8,21 16,58 8,27
Carboidratos nao fibrosos’ 40,40 27,38 18,65 26,44
FDNi 1,89 1,57 2,19 1,58
Fibra em detergente acido 6,14 5,21 10,82 5,24
Lignina 1,42 1,11 3,13 1,12
Matéria mineral 9,71 9,76 11,26 11,70
NDT’ 75,53 91,91 88,87 88,94
EB (Mcal/kg MS) 3,50 4,33 4,45 4,33
EL,®(Mcal/kg MS) 1,87 2,50 2,56 2,43

' Controle; %6leo de soja; ’gréo de soja; *sais de calcio de 4cidos graxos (Megalac-E®).

°Contém em 1 kg do produto: 125 mg de cobalto, 5625 mg de cobre, 9 mg de enxofre, 312 mg de iodo, 5000 de ferro,
18125 mg de Mn, 144 mg de Se, 23750 mg de Zn, 2000 Ul de Vit A, 500 Ul de Vit D, 12500 Ul de Vit E;

© estimados segundo HALL (2000);

" estimado pelas equacdes do NRC (2001);

®Energia liquida de lactag&o.
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Tabela 4 — Ingredientes e composi¢ao quimico-bromatoldgica e composicdo de &cidos graxos das dietas
experimentais

c' 0s? GS?® sc*
Ingredientes _— % MS
Silagem de Milho 80,00 80,00 80,08 80,01
Milho moido 11,48 7,49 2,20 7,57
Farelo de soja 6,01 7,01 - 7,01
Oleo de soja - 3,00 - -
Grao de soja - - 16,02 -
Sais de calcio de acidos graxos - - - 3,20
Ureia 1,13 1,13 0,32 1,13
Sulfato de amoénia 0,16 0,16 0,16 0,16
Sal comum 0,30 0,30 0,30 0,30
Fosfato bicalcico 0,25 0,25 0,25 0,25
Calcareo 0,30 0,30 0,30 -
Mistura Mineral® 0,25 0,25 0,25 0,25
Premix Vitaminico ADE 0,12 0,12 0,12 0,12
Nutrientes
Matéria seca 40,38 40,68 40,81 40,56
Matéria organica 93,95 93,95 93,64 93,55
Proteina bruta 12,83 12,99 12,67 13,00
Extrato etéreo 2,40 5,22 5,26 4,99
Carboidratos totais 78,72 75,73 75,71 75,56
Fibra em detergente neutro 49,13 48,75 50,46 48,77
Carboidratos nao fibrosos® 29,58 26,97 25,24 26,79
FDNi ’ 18,15 18,08 18,22 18,09
Fibra em detergente acido 31,16 30,98 32,12 30,99
Lignina 3,84 3,77 4,18 3,78
Matéria mineral 6,05 6,06 6,36 6,45
NDT® 67,10 70,38 69,75 69,78
Energia Bruta (Mcal/kg MS) 3,83 4,00 4,02 4,00
Acidos graxos 9/100g de AG
C14:0 0,30 0,32 0,28 0,31
C16:0 11,14 11,39 12,27 11,23
C18:0 3,10 3,07 3,27 3,08
C18:1 cis 22,30 22,03 21,58 22,11
C18:2 49,30 49,30 49,88 49,25
C18:3 5,67 5,51 5,77 5,72
Outros 0,38 0,53 0,36 0,41
Total 4cidos graxos 92,18 92,16 93,35 92,11
Total AG Insaturados 77,26 76,85 77,22 77,08

' Controle; ®oleo de soja; *gréo de soja; *sais de calcio de 4cidos graxos (Megalac-E®).

5 Contem em 1kg do produto: 125 mg de cobalto, 5625 mg de cobre, 9 mg de enxofre, 312 mg de iodo, 5000 de ferro, 18125
mg d Mn, 144 mg de Se, 23750 mg de Zn, 2000 Ul de Vit A, 500 Ul de Vit D, 12500 Ul d Vit E;

b9 estimados segundo HALL (2000); "% fibra em detergente neutro indigestivel;  Estimado pelo NRC (2001).
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Amostras de alimentos e sobras foram analisadas quanto aos teores de matéria
seca (MS) (método 930,15; AOAC, 2000), matéria mineral (MM) (método 942,05;
AOAC, 2000), extrato etéreo (EE) (método 920,39; AOAC, 2000), proteina bruta (PB)
(N x 6,25; método 984,13; AOAC, 2000) e lignina (método 973,18; AOAC, 2000). O
teor de proteina bruta foi obtido pela multiplicacdo do teor de nitrogénio total por 6,25.
Amostras de alimentos e sobras também foram avaliadas para o nitrogénio insoluvel
em detergente neutro e nitrogénio insoluvel em detergente acido, de acordo com os
métodos descritos no NRC (2001), para estimar os nutrientes digestiveis totais (NDT),
utilizando a metodologia de Weiss (1999).

Uma parte das amostras de silagem e sobras e as amostras de digesta de
abomaso e rumen foram moidas em moinho de facas tipo Willey (Marconi® - MOD -
0.48) em peneira de crivo de 5 mm juntamente com nitrogénio liquido a -192°C em
quantidade suficiente para evitar oxidagcdo dos &cidos graxos (Havartine e Allen,
2006a). Em seguidas as amostras foram liofilizadas (Terroni®) e moidas em moinho
com peneira de crivo de 1 mm para posterior analises de acidos graxos.

Os teores de carboidratos nao-fibrosos (CNF) foram estimados segundo Hall
(2000) onde: CNF = 100 — [(%PB + %EE + %MM + %FDN].

Os nutrientes digestiveis totais foram calculados conforme equagbes de Weiss
(1999), descritas no NRC (2001), em que: NDT= CNFd + PBd + (AGd * 2,25) + FDNd -
7, onde PBd, CNFd, FDNd e AGd representam o total destes nutrientes digestiveis. Os
teores de fibra em detergente neutro (FDN) foram obtidos de acordo com método
descrito por Van Soest, Robertson e Lewis (1991), utilizando-se a-amilase e sem
adicao de sulfito de sédio na determinacao do FDN, em Sistema Ankon®. J& a fibra em
detergente neutro livre de cinza e proteina (FDNcp) e a fibra em detergente acido
(FDA) foram obtidos conforme métodos descrito por Mertens (2002) e Van Soest e
Robertson (1985), respectivamente. O teor de energia liquida foi estimado através da
equacao estabelecida pelo NRC (2001), em que EL (Mcal/kg) = 0,0245 * NDT (%) -
0,12.
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3.3 Digestibilidade aparente total

A digestibilidade aparente total da matéria seca e dos nutrientes foi determinada
por meio da utilizagdo do indicador 6xido crémico (CroOg3), por ser um indicador de facil
mensuracdo e de relativamente baixo custo. Do dia 92 ao 17° dia do periodo
experimental foram inseridos pela canula ruminal 15 g de 6xido cromico (Cr.O3) sendo
5 g/dose nos horarios 6, 14 e 22 h. As amostras de fezes (500 g) foram coletadas a
cada 9 horas nos dias 15°%, 16% e 172 do periodo de coleta totalizando 8 amostras de
fezes para cada vaca / periodo, iniciando-se a primeira coleta as 9 horas da manha do
152 dia e realizando-se a ultima coleta as 24 horas do 17° dia. O objetivo foi a formagao
do “pool” representativo com intervalo de 3 horas considerando um periodo de 24 horas
para minimizar o efeito de variagdo da excrecao de fezes ao longo do dia. As amostras
de fezes coletadas foram pré-secas em estufa com ventilagdo forcada (60°C/72 horas)
e processadas em moinho de facas com peneiras de porosidade de 1 mm.
Posteriormente estas amostras foram analisadas quanto ao teor de MS, MO, PB, EE e
FDN, de acordo com a metodologia anteriormente descrita para andlise de alimentos.

Para estimativa da digestibilidade aparente total as amostras de fezes foram
digeridas com acido fosférico (WILLIAMS; DAVID; IISMA, 1962) e o cromo foi
quantificado por meio de reagdo colorimétrica. Para determinacdo da excrecao fecal
total foi utilizada a seguinte formula: EFT = 6xido crémico fornecido (15 g)/ quantidade
de oOxido crdbmico nas fezes. As concentragcdes de 6xido crébmico nas fezes foram
determinadas através de leitura em espectofotébmetro colorimétrico, de acordo com
método de Kimura e Miller (1957).

O coeficiente de digestibilidade da matéria seca foi calculado de acordo com a
seguinte formula: CDMS = (MS ingerida — MS fecal) / MS ingerida * 100.

Os coeficientes de digestibilidade dos nutrientes foram calculados através da
seguinte formula: CDNut = (Nutriente consumido — Nutriente fezes) / Nutriente
consumido*100.
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3.4 Fermentacao ruminal

Para avaliagdo dos parametros de fermentagdo, as amostras de liquido ruminal
foram coletadas no 18° dia de cada periodo, diretamente do ridmen dos animais
canulados, de diferentes por¢cdes, de modo a obter uma amostra representativa do
conteudo total, sendo uma coleta realizada antes da alimentacao (0 h), e seis coletas
com intervalos de 2 horas apds a alimentacdo (2, 4, 6, 8, 10 e 12 h). Logo apéds a
coleta foram determinados os valores de pH ruminal utilizando-se potenciometro (MB-
10, Marte Cientifica, Santa Rita do Sapucai, Brazil). As amostras foram armazenadas
em caixa térmica e encaminhadas ao Laboratério de Bromatologia do LPBL da FMVZ-
USP.

As amostras foram centrifugadas a 2000 x g por 15 minutos, 1 mL do
sobrenadante foi colocado em tubo de ensaio e adicionando-se 0,2 mL de &cido férmico
P.A., arrolhado, identificado e armazenado a -20°C para determinagdo de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC). Da mesma amostra 2 mL do sobrenadante foram pipetados e
armazenados em tubos de ensaio contendo 1 mL de acido sulfurico a 1 N, para
posterior determinagédo da concentracao de nitrogénio amoniacal (N-NHs).

A metodologia utilizada para analise de AGCC foi a preconizada por Erwin,
Marco e Emery (1961), sendo utilizado cromatografo a gas (Modelo 9001 Gas
Chromatograph, Marca Shimadzu) equipado com coluna de vidro Capilar — Stabilwax de
30m de comprimento e 0.53mm de diametro interno. Os gases utilizados foram o Hélio
como gas de arraste na vazéo de 8,01 mL/minuto, ar sintético como gas comburente na
vazdo de 40 kPa, e hidrogénio como gas combustivel na vazdo de 60 kPa. A
temperatura de operacao utilizadas do injetor e do detector de ionizacdo de chamas
foram de 250°C e da coluna de separagéo de 145°C.

Solugbes padrées a 0,1 N de a&cido acético, propidnico e butirico foram
preparadas e padronizadas com hidroxido de potassio (KOH) 0,1 N, a fim de produzir
solugcao padrao de acidos graxos de cadeia curta de concentracao conhecida.
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As determinagcées foram realizadas injetando-se 1 pL de amostra em
cromatégrafo integrado a computador, que processou os célculos de quantificagao,
utilizando-se do software GCSolution Shimadzu.

O nitrogénio amoniacal (N-NH3) foi determinado de acordo com Broderick e
Kang,1980. Foram adicionados aos tubos contendo amostras de liquido ruminal e acido
sulfarico a 1 N, 1 mL de tungstato de sédio a 10%, e posteriormente as amostras foram
centrifugadas a 1.200 x g durante 15 minutos. Em seguida foram pipetados 25 uyL do
sobrenadante a um tubo limpo e neste adicionados 5 mL do reagente fenol e 5 mL de
hipoclorito.

Os tubos foram agitados para homogeneizagdo das amostras e colocados em
banho-maria a 37°C durante 15 minutos adquirindo coloragédo azul. Apds resfriamento
as amostras foram analisadas em espectrofotdmetro quanto a sua absorbancia e os
resultados obtidos foram utilizados em equacdo de regressdo para calcular a
concentracao em mg/dL, onde: Concentracdo de N-NH3 (mg/dL) = Absorbancia — (a)/b;
b= R? da equagao elaborada a partir do padrao.

3.5 Sintese de proteina microbiana

As andlises para determinacdo da sintese de proteina microbiana foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia Animal do VNP-FMVZ-USP.
Aliquotas de 50 mL de urina (amostra spot) foram obtidas de todas as vacas no 13° dia
do periodo experimental, aproximadamente 4 horas apd6s a alimentagdo, durante
micgado estimulada por massagem na vulva. A urina foi filirada e aliquotas de 10 mL
foram diluidas imediatamente em 40 mL de &cido sulfdrico a 0,036 N para evitar
destruicdo bacteriana dos derivados de purinas e precipitacdo do acido urico. Uma
amostra de urina pura foi armazenada para determinagdo dos compostos nitrogenados
totais, de ureia e creatinina.

As concentragdes de creatinina foram determinadas por meio de kits comerciais

(Bioclin®), utilizando reagdo enzimatica colorimétrica cinética em aparelho
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semiautomatico SBA-200 (CELM®). O volume urindrio total diario foi estimado
dividindo-se as excregdes urinarias diarias de creatinina, calculadas a partir do peso
corporal, pelas concentragdes de creatinina na urina das amostras spot, segundo
Oliveira et al. (2001).

A excregao urinaria diaria de creatinina foi estimada a partir da excregdo média
diaria de 24,05 mg/kg de peso corporal para vacas leiteiras (CHIZZOTTI et al., 2007).
Dessa forma, com a excre¢cdo média diaria de creatinina e a concentragao de creatinina
(mg/dL) na amostra spot de urina, foi estimado o volume total diario de urina, em litros
por vaca/dia. As concentragdes de alantoina na urina e de &cido Urico na urina foram
determinadas pelo método colorimétrico, conforme metodologia de Fujihara, Jrskov e
Reeds (1987).

A excrecao total de derivados de purinas (DP) foi calculada pela soma do acido
urico e da alantoina excretados na urina, ambos expressos em mmol/dia. As purinas
microbianas absorvidas (Pabs, mmol/dia) foram calculadas por meio da equacéao: Pabs
= (DP - 0,385* PV®"®) / 0,84, em que 0,84 é a recuperagdo de purinas absorvidas como
derivados de purina e 0,385*PV%7
(CHEN; GOMES, 1992).

Foram avaliadas também as purinas absorvidas, considerando-se a excregcao

, a excrecao endogena de derivados de purina

endégena de 0,512*PC%’® e a recuperacdo de 0,70 encontradas por Gonzalez-
Ronquillo et al. (2003). A sintese ruminal de compostos nitrogenados (Nmic, gN/dia) foi
calculada com base nas purinas absorvidas (Pabs, mmol/dia), utilizando-se a equagao
(CHEN; GOMES, 1992): Nmic = (70*Pabs)/(0,83*0,134*1.000), em que 70 € o conteudo
de N nas purinas (mgN/moL); 0,134, a relagdo N purina: N total nas bactérias
(VALADARES et al., 1999); e 0,83, a digestibilidade intestinal das purinas microbianas.

3.6 Taxa de passagem de liquidos e dinamica ruminal

A determinacdo dos “pools” e fluxo de nutrientes foi estimada a partir do

esvaziamento ruminal e pela concentragdo do indicador interno fibra em detergente
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neutro indigestivel (FDNi). Para obtencdo do teor de FDNi nas amostras, utilizou-se 4
repeticbes de cada amostra pré-seca, de alimentos, sobras, rimen, abomaso e fezes,
as quais foram acondicionadas em sacos de tecido ndo tecido (TNT 100g/m?), com
dimensdes de 4 x 5 cm, segundo a relacdo de 20 mg de matéria seca por centimetro
quadrado de superficie (NOCEK, 1988). As amostras foram incubadas por 288 horas no
rumen de dois novilhos da ragca Nelore, previamente adaptados com concentrado a
base de farelo de soja e milho moido e volumoso a base de silagem de milho, de
acordo com a metodologia adaptada por Casali et al. (2008).

A taxa de renovacdo ruminal da FDNi no rumen foi calculada dividindo-se o
consumo de FDN/h pelo tamanho do compartimento (massa de FDN ruminal). A taxa de
passagem da FDN pelo ramen (kp) foi calculada dividindo o tamanho do compartimento
ruminal de FDNi pelo consumo de FDNi, baseado no modelo de dois compartimentos
para digestao de celulose proposto por Waldo, Smith e Cox (1972). A taxa de digestao
ruminal em FDN (kd) foi calculada pela diferenca entre a taxa de remocao total de FDN
do rumen e sua taxa de passagem (ALLEN; MERTENS, 1988): Kd = consumo/h de
FDN digestivel — kp/Tamanho do compartimento ruminal de FDN digestivel. A
digestibilidade ruminal aparente do FDN como porcentagem do FDN foi calculada
como: Digestibilidade ruminal do FDN = kd/(kd + kp).

A taxa de renovagdo ruminal, taxa de passagem pelo rimen, e a taxa de
digestdo ruminal de cada componente foi calculada de acordo com Oba e Allen (2003).
Durante a retirada do conteddo ruminal, aliquotas de 10% da digesta foram separadas
para permitir uma amostragem mais acurada e realmente representativa. As aliquotas
foram filtradas em malha de nailon com 1,0 mm de porosidade para separacao do
conteudo sélido do liquido para garantir uma acurada analise. As fracdes de amostras
do conteddo ruminal, e abomaso nas fases sélida e liquida, foram pré-secados e
corrigidos para matéria seca original, e acondicionadas em congelador a -20 °C, até a
realizagao das analises (HAVERTINE e ALLEN, 2006b).

A determinagao do volume liquido e da taxa de passagem de liquidos pelo rumen
foi realizada com a utilizacdo do marcador polietilenoglicol (PEG) de peso molecular
4.000 (PEG 4.000). As 8 h do 18° dia foram introduzidas, através da canula ruminal,
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100 g de PEG (carbowax 4.000, marca Synth) previamente diluidos em 400 mL de
agua, misturando-se em seguida o indicador com conteudo ruminal manualmente.
Amostras de conteudo para determinacao das concentragbes de PEG foram tomadas
as zero horas antes da alimentacdo e as 1, 2, 4, 8 e 24 horas apos a alimentagédo. A
amostra referente ao tempo zero foi coletada antes da introducdo do PEG, sendo a
agua e a refeicdo da manha fornecidas imediatamente apds a primeira coleta, ou seja,
as 8 h. O liquido ruminal foi centrifugado por 10 minutos a 2000 x g e 0 sobrenadante
armazenado sob refrigeracao até a realizacdo das andlises. A determinacdo da
concentracao de PEG foi realizada segundo o método preconizado por Hyden (1956). A
taxa de passagem de liquido ou taxa eferente de fluxo, em porcentagem por hora, foi
calculada por intermédio da regressao linear do logaritmo natural da concentragcdo do
PEG 4.000, em funcao do tempo.

3.7 Balanco de energia

Para obtencao do consumo de energia bruta e realizacao do calculo da eficiéncia
do uso de energia consumida, as amostras de silagem e alimentos foram analisadas
qguanto ao seu teor de energia bruta em bomba calorimétrica, de acordo com Harvatine
e Allen (2006d). O consumo de energia digestivel (CED) foi obtido por meio do
coeficiente de digestibilidade das dietas experimentais e do consumo de energia bruta,
de acordo com os valores de energia obtidos para os ingredientes da dieta
(HARVATINE; ALLEN, 2006d).

O consumo de energia liquida (CEL), os valores de energia liquida de producao
(ELp), energia liquida de ganho (ELg), e mudanca de peso de corpo vazio (MPCV)
foram calculados de acordo com as equacdes do NRC (2001), a seguir: CEL (Mcal/dia)
= 0,703 x EM (consumo) - 0,19 + {[(0,097 x EM (consumo) + 0,19)/97] x [EE - 3]}; EM
(consumo) = 1,01 x (ED (consumo) - 0,45] + 0,0046 x (EE - 3) onde: EM=energia
metabolizavel; EE= extrato etéreo; ED= energia digestivel.

Os valores de energia metabolizavel (EM) foram obtidos pela seguinte férmula:
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EM (Mcal/kg) = [1,01 * {(%CNF/100) *4,2+ (%FDN/100) *4,2 + (%PB/100) *5,6 +
(%AG/100) * 9,4 -03)}-0,45] + 0, 0046 * (EE-3,0).

Para o célculo de energia digestivel (ED) dos suplementos de gordura com e sem
glicerol foram utilizadas a seguintes formulas: Com glicerol ED (Mcal/dia) = [{9,4 * DAG
*0,9*(EE/100)} + (4,3*0,1*(EE/100)}]; Sem glicerol ED (Mcal/dia) = 9,4 * DAG *
(EE/100), onde: DAG = digestibilidade dos acidos graxos.

3.8 Balanco de nitrogénio

Para o célculo de balanco de nitrogénio foi realizada a determinagdo da
concentragao de creatinina na urina de acordo com metodologia descrita por Valadares
et al. (1999) e Rennd (2003). As amostras spot de urina foram obtidas de todas as
vacas no 13° dia de cada periodo experimental, quatro horas apds a alimentagao
matinal, durante micgdo estimulada por massagem na vulva. A urina foi filtrada e
aliquotas foram armazenadas a —15 °C para determinagio dos compostos nitrogenados
totais, de ureia e creatinina.

As concentrac¢des de creatinina foram determinadas por meio de kits comerciais
(Laborlab®), utilizando reagédo enzimatica calorimétrica cinética em aparelho SBA-200
CELM. Para a realizagdo dessa analise, 100 uL de urina foram diluidos em 4900 pL de
agua deionizada. Os resultados obtidos foram calculados pela seguinte formula:
Creatinina (mg/dL)= creatinina (mg/dl)*0,020*50 (BIGGS; COPPER, 1961).

O volume urinario diario total foi estimado dividindo-se as excrec¢des urinarias
diarias de creatinina pelos valores observados de concentragcdo de creatinina na urina
das amostras spot, segundo OLIVEIRA et al. (2001). A excregdo urindria diaria de
creatinina foi estimada a partir da proposicdo de 24,05 mg/kg de peso vivo (PV)
(CHIZZOTTI et al., 2007).

Dessa forma, com a excrecao média diaria de creatinina € a concentracao de
creatinina (mg/dL) na amostra spot de urina, foi estimado o volume total diario de urina,

em litros por vaca/dia, para o célculo do balanco de nitrogénio.
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O consumo de nitrogénio foi determinado por meio do consumo de proteina bruta
retirando-se o valor de conversdo de nitrogénio 6,25, obtendo-se a quantidade em
gramas de nitrogénio consumida. O mesmo célculo foi realizado com os valores de
proteina bruta das fezes obtendo-se a excre¢do total de nitrogénio em g/kg MS.

O nitrogénio total das amostras de urina foi determinado de acordo com as
metodologias descritas pela AOAC (2000) (método 984,13; AOAC, 2000).

O balanco de nitrogénio foi obtido subtraindo do total de nitrogénio em gramas
consumido os valores de nitrogénio na urina e fezes, obtendo-se os valores de

nitrogénio retido em gramas e em porcentagem do nitrogénio total.

3.9. Bio-hidrogenacao ruminal e fluxo abomasal de acidos graxos

Amostras da digesta abomasal (aproximadamente 1000 g), foram coletadas com
intervalo de 9 h do 152 ao 179 dia de cada periodo experimental perfazendo um total de
8 amostras por vaca por periodo, para formacdo de um “pool” representativo com
intervalo de 3 horas considerando um periodo de 24 horas, com o intuito de minimizar o
efeito de variacao da amostragem ao longo do dia.

A fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) foi usada como indicador para a
fase sdélida para o célculo do fluxo abomasal. O conteudo ruminal foi evacuado
manualmente através da canula ruminal em dois momentos, objetivando uma maior
representatividade do conteddo ruminal: as 12 h 30 (4,5 horas apo6s a alimentagdo, em
gue o rumen estaria teoricamente mais cheio) no 20° dia do periodo experimental e as 5
h 30 (2,5 horas antes da alimentacdo, em que o rumen estaria teoricamente mais vazio)
no 21¢ do periodo experimental (HAVERTINE; ALLEN, 2006b). O conteudo total do
rumen foi mensurado quanto ao volume, através de tambores graduados de 150 litros e
peso, através de balanca. Durante o esvaziamento uma aliquota de aproximadamente
10% do total evacuado foi retirada gradativamente no intuito de representar uma
amostra do esvaziamento. As amostras foram pesadas e encaminhadas para

separacdo das fases solida e liquida em uma malha de 1 mm sendo as subamostras
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novamente pesadas e recombinadas de acordo com a razao original da MS. Cerca de
5009 das fases solida e liquida foram retiradas e armanzenadas a -20 °C para posterior
analises.

As amostras de silagem e sobras foram moidas em moinho (MARCONI ®) com
nitrogénio liquido a -196,0° C em peneira de crivo de 5 mm, e as subamostras em forma
de cristal de gelo encaminhadas para serem liofilizadas (MARCONI ®) para analise de
AG. As amostras de silagem e sobras foram novamente moidas em moinho com
peneira de crivo de 1 mm. O suplemento de gordura sais de calcio de acidos graxos
(MEGALAC-E) foi moido também com utilizagdo de nitrogénio liquido em peneira de
crivo de 1 mm para evitar aquecimento e oxidacdo dos acidos graxos. Os demais
ingredientes farelo de soja, grao de soja e milho foram moidos em moinho com peneira
de crivo de 1 mm.

As amostras do abomaso foram combinadas para formacao do “pool” formado a
partir das 8 amostras/vaca/periodo. O pool foi filtrado em tecido de nailon de 1 mm para
separacao das fases solida e liquida e para minimizar erros de amostragem devido a
segregacao de amostras das fases. Ambas as fases foram pesadas e as subamostras
foram colhidas para cada fase. Parte das amostras foram liofilizadas para andlise de
acidos graxos. Outra parte das subamostras das fases liquida e sélida foram secas em
estufa com circulacao forcada de ar (60°C), moidas em peneira de crivo de 1 mm e
recombinadas pela razdo original da MS.

A concentracdo de todos os nutrientes foi expressa em porcentagem da MS apés
serem secas em estufa de 105°C. A fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi) foi
determinada apos incubacdo no rumen de animais Nelores por 288 horas adaptados
com dieta de relagdo volumoso:concentrado 80:20, mesma utilizada durante o
experimento, com a silagem de milho como fragao volumosa (CASALI et al., 2008). na
proporcdo de 25 mg/cm? em sacos de tecido TNT (tecido n&o tecido) com malha de 50
H (NOCEK, 1988). O pool ruminal (kg) de nutrientes foi determinado multiplicando a
concentracao de cada componente da digesta ruminal pela massa ruminal de MS em

kg.
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As taxas de bio-hidrogenacao foram calculadas por meio do modelo usado por
Jenkins e Bridges, (2007), que leva em consideracdo somente o desaparecimento dos
acidos graxos consumidos e que aparecem no fluxo abomasal calculado de acordo com
a seguinte férmula: Bio-hidrogenacao de acidos graxos poliinsaturados (BAGPI) = 100 *
(AGPlinicial — AGPIfinal)/ AGPlinicial sendo: Acidos graxos poliinsaturados no inicio do
processo (AGPlinicial) = Consumo de AGPI (g) no inicio da incubacéo; e Acidos graxos

poliinsaturados no final do processo AGPIfinal = fluxo duodenal ou abomasal de AGPI

(9)-

3.10. Perfil de acidos graxos

Os acidos graxos foram quantificados por cromatografia gasosa (GC Shimatzu
modelo 20-10, com injecao automatica), usando coluna capilar SP-2560 (100 m x 0,25
mm de didmetro com 0,02 mm de espessura, Supelco, Bellefonte, PA). A temperatura
inicial foi de 70° C por 4 minutos (13° C/minuto) até chegar a 175° C, mantendo por 27
minutos. Depois, um novo aumento de 4° C/minuto, foi iniciado até 215° C, mantendo
durante 31 minutos. Hidrogénio (H) foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 40
cm/s. Durante o processo de identificacdo foram utilizados quatro padrdes: standard
C4-C24 de 4cidos 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 ®) para identificacdo dos acidos graxos que
sao formados durante a bio-hidrogenacao de acidos graxos insaturados.

3.11. Avaliacao do escore de condicao corporal e peso corporal

O escore de condicao corporal (ECC) e o peso corporal foram avaliados no sétimo
dia de adaptagéo e no final de cada periodo experimental, para avaliagdo da variagdo

de peso.
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O peso dos animais foi correspondente a média de duas pesagens sucessivas,
feitas antes do fornecimento das alimentagdes durante dois dias. Para o calculo da
variagdo de ECC e de peso corporal, foram considerados os pesos do sétimo dia de
adaptacao e do final de cada periodo experimental. As mensuragées do ECC foram
realizadas com numeracédo de 1 a 5, sendo o escore 1 referindo-se a vacas muito
magras e o escore 5 a vacas muito gordas, segundo metodologia proposta por Wildman

et al. (1982) e desenvolvida por Edmonson et al. (1989).

3.12. Metabdlitos sanguineos

As coletas de sangue foram realizadas no 13° dia do periodo experimental por
pungdo da veia e/ou artéria coccigea, anteriormente ao fornecimento das ragbes no
periodo da manha. As amostras foram coletadas em tubos vacuolizados (vacutainer) de
10 mL para dosagem dos parametros sanguineos glicose (GL), colesterol total (CT),
colesterol de alta densidade (C-HDL), proteinas totais (PT), albumina, ureia, e as
enzimas aspartato aminotransferase (AST) e gama glutamil transferase (GGT).

Imediatamente apds coleta as amostras foram refrigeradas e centrifugadas a
2000 x g durante 15 minutos, para a separacao do soro. O soro obtido foi transferido
para tubetes plasticos, identificados e armazenados a -20° C, até o procedimento das
andlises laboratoriais. Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica
e Fisiologia Animal do VNP-FMVZ-USP.

As analises das concentracdes dos parametros sanguineos glicose, CT, C-HDL,
PT, albumina, ureia, AST, e GGT, foram realizadas por meio de kits comerciais
(Laborlab®, CELM®, Randox®) que utilizam método enzimatico colorimétrico de ponto
final ou cinético. A leitura foi realizada em analisador automatico de bioquimica
sanguinea (Sistema de Bioquimica Automatico SBA-200 - CELM®).

A concentracdo de C-HDL foi determinada em duas etapas, sendo a primeira
envolvendo preparacao previa das amostras, e a segunda a andlise propriamente dita.
Para a realizacdo da analise da concentracdo de C-HDL, 200uL da amostra foram
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pipetados em tubos Ependorff de 2,5 mL, juntamente com 100uL do reativo Unico
precipitante (CELM®-1763) na propor¢cdao de 2:1 e misturados manualmente por
inversdo suave durante 20 segundos. Em seguida as amostras foram deixadas em
repouso por 10 minutos. Posteriormente, as amostras preparadas foram centrifugadas
durante 15 minutos a 2700 x g. Nos volumes centrifugados (sobrenadante) restaram as
moléculas de CHDL ligadas ao colesterol sendo estas analisadas por Sistema
Biogquimico Automético (SBA-200).

3.13. Analises estatisticas

Os dados foram analisados usando o procedimento PROC MIXED (Verséo 9.2,

SAS Institute, Cary, NC 2010) de acordo com o modelo estatistico:
Yijk = u + Aj+ Py + Tk + Qi + eijk

Onde: Yijk = variavel dependente, u = média geral, (i = 1 a 8), Aj = efeito aleatério
de animal dentro do quadrado (i = 1 a 8), Py = efeito fixo de periodo (j =1 a 4), Tk =
efeito fixo de tratamento (k =1 a 4), Ql = efeito fixo de quadrado e eijk = erro.

Foram avaliadas previamente a analise estatistica a homogeneidade dos erros, a
normalidade e a independéncia dos erros. Para avaliagao dos efeitos de tratamentos
foram considerados os contrastes ortogonais: C1= controle versus fontes de gordura
(6leo de soja, grao de soja e sais de calcio de acidos graxos insaturados). O objetivo foi
comparar a dieta controle com as fontes de gordura independente da fonte de acidos
graxos; C2= 6leo de soja versus sais de célcio e grao de soja; esse constraste foi
montado para comparar uma fonte de acidos graxos nao complexados (6leo de soja)
com as duas formas de acidos graxos complexados; C3= grao de soja versus sais de
céalcio. O objetivo do constraste trés foi comparar as duas formas de protecdo dos
acidos graxos insaturados.

O método de Kenward-Rogers foi usado para calcular os graus de liberdade do

denominador do teste F. De acordo com Wolfinger (1993), um dos procedimentos para
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selegdo da estrutura de covariancia usada foi o critério de informagao de Akaike, nos
quais 0s menores valores sugerem a melhor estrutura.

As variaveis avaliadas na fermentacdo ruminal (pH e concentracées de N-NHs,
Acétato, Propionato, Butirato e AGCC) foram analisadas como medidas repetidas no
tempo, no PROC MIXED do SAS 9.0. A metodologia de Akaike foi utilizada para
determinar a matriz de covariancia a ser utilizada. Todas as dietas foram confrontadas
dentro de cada tempo através da opgao PDIFF (Perceptual Diff) com as médias obtidas
por meio do LSMEANS (Least Squares Means). Todos os dados obtidos foram

submetidos a andlise de variancia adotando-se o nivel de significancia de 5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Consumo e digestibilidade da matéria seca e nutrientes

Os resultados de consumo de matéria seca e nutrientes estdo expressos na
Tabela 5. No presente estudo, as quantidades de suplementos lipidicos das dietas
suplementadas foram estabelecidas para promover teores em torno de 5% de lipidios
na matéria seca da dieta total. Essa proporcdo de lipidio possivelmente nao foi
suficiente para influenciar o consumo de matéria seca das vacas, mesmo tendo os
suplementos uma quantidade expressiva de acidos graxos poliinsaturados. Um dos
fatores que pode explicar esse resultado seria que os animais avaliados nao tiveram um
grande desafio no consumo (CMS foi em média de 1,85% do PC). De forma geral, a
interferéncia no CMS ¢ verificada quando a quantidade de suplemento € mais alta,
enquanto niveis de suplementacao até valores proximos de 6% da MS ingerida nao
afetariam o CMS.
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Tabela 5 — Consumo e digestibilidade aparente total da matéria seca e dos nutrientes em funcdo das
dietas experimentais

Parametros Dietas experimentais’ EPM? Valor de P
C oS GS SC C1 C2 C3
Consumo (kg/dia)
Matéria seca 11,92 11,72 11,52 12,17 0,61 0,767 0,318 0,347
Matéria organica 11,21 11,01 10,80 11,42 0,57 0,698 0,285 0,356
Proteina bruta 1,64 1,67 1,59 1,73 0.08 0,740 0,113 0,402
Extrato etéreo 0,30 0,72 0,72 0,71 0,04 <0,001 0,832 0,653
FDN 5,59 5,39 5,56 5,60 0,14 0,709 0,363 0,877
FDNi 1,77 1,70 1,71 1,77 0,05 0,475 0,52 0,484
CNF 4,40 3,91 3,73 4,11 0,20 <0,001 0,791 0,027
NDT 8,20 8,57 8,31 8,86 0,43 0,174 0,172 0,356
Mcal/dia
ELL 19,96 21,47 21,35 22,32 1,07 0,014 0,434 0,291
Coeficiente de Digestibilidade Total %
Matéria seca 70,62 67,84 68,89 67,85 0,59 0,002 0,165 0,986
Matéria organica 72,83 70,25 71,06 70,77 0,53 0,004 0,433 0,525
Proteina bruta 73,57 72,98 73,02 73,28 0,53 0,535 0,895 0,747
Extrato etéreo 84,88 87,11 87,06 86,64 0,24 <0,001 0,618 0,265
FDN 61,87 57,65 59,14 58,01 0,95 0,006 0,291 0,802
CNF 72,13 73,32 72,14 72,10 0,33 0,154 0,759 0,451
Consumo (% PC®)
Matéria seca 1,87 1,83 1,80 1,88 0,09 0,515 0,360 0,453
FDN 0,88 0,84 0,87 0,87 0,04 0,510 0,587 0,476

'Controle (C); éleo de soja (OS); grao de soja (GS); sais de calcio de 4cidos graxos (SC), (Megalac-E®). C1= controle versus fontes de
ggrggj? v(g:zgsdsea?s?j:é %ﬁ; c?.% é.»c.)»j: ;aZ?; ?fa ﬁg:(;ci)a%% :;:(i)dggrgg?;ﬁs); C2= 6leo de soja versus sais de calcio e grao de soja; C3= grdo
As propor¢cbes da maioria dos nutrientes nas dietas (Tabela 3) de todos os
tratamentos foram semelhantes, assim como o consumo de matéria seca (Tabela 5), e
consequentemente o consumo de MO, PB, FDN e NDT (Tabela 5) também néo
diferiram entre tratamentos. O consumo de extrato etéreo foi maior para dietas com
fontes lipidicas em comparacdo ao controle, esse efeito ja era esperado pela maior
concentracao de lipidios acrescentados as dietas com suplementagao. A dieta controle
levou a um maior consumo de CNF em relagdo aos tratamentos com gordura, uma vez
gue houve uma substituicao parcial do milho moido presente na dieta pela gordura.
Animais que receberam SC tiveram maior consumo de CNF em comparagéo

aqueles que receberam GS, fator que também pode ser explicado pela maior
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substituicdo do milho moido, rico em CNF, pelo grao de soja. O tratamento com GS foi
0 que teve maior substituicdo do milho moido em relacdo aos demais tratamentos. No
caso das digestibilidades aparentes totais de nutrientes, as digestibilidades da MS, MO
e FDN foram maiores no tratamento controle em relagdo aos tratamentos com adicao
lipidica. Apesar dos tratamentos com fontes lipidicas diminuirem as digestibilidades da
MS, MO e FDN, essa alteragdo néao foi suficiente para interferir no consumo de MS, o
que pode ser explicado pelo baixo desafio em que os animais foram submetidos, uma
vez que 0s mesmos nao estavam em producdo. Ja em relagdo ao EE, a digestibilidade
do controle foi menor que os demais tratamentos. Nao houve efeito nas digestibilidades
de PB e CNF.

Os &cidos graxos poliinsaturados, presentes em grande parte das fontes lipidicas
usadas na alimentacdo de ruminantes, possuem efeitos toxicos as bactérias
celuloliticas conforme Maia et al. (2007). Esse autor sugere que a toxicidade é mais
pronunciada quando a fonte de gordura possui maior numero de insaturacbes. Dessa
maneira, suplementos lipidicos podem interferir de forma negativa sobre o coeficiente
de digestibilidade da FDN, através da depressdao na populagcdo de bactérias
celuloliticas. Espera-se portanto, que fontes parcialmente inertes (gordura protegida)
sejam menos prejudiciais a digestibilidade da fibra e ao consumo, o que nao foi
verificado no presente estudo, ja que a gordura protegida também diminuiu a
digestibilidade da FDN. Talvez o nivel de protecdo associado ao sais de calcio de
acidos graxos insaturados advindos da soja, como € o caso do suplemento que foi
utilizado no presente estudo, ndo seja tdo alto como informado pelo fabricante. A
digestdao de sais de célcio de AG comercialmente disponiveis deve comecgar no
ambiente de baixo pH do abomaso. No entanto, o pKa 5,6 de sais de calcio de soja
encontra-se abaixo do limite inferior do pH do rumen (SUKHIJA; PALMQUIST, 1990), o
que pode ter sido preponderante para influenciar a digestibilidade da FDN, uma vez que
houve dissociacdo dos sais de calcio, com consequente liberacdo de acidos graxos
livres no ambiente ruminal.

O grau de insaturacao é, provavelmente, a caracteristica que mais influencia a

digestao de lipidios (GRUMMER, 1995). Dessa forma, suplementos mais ricos em
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acidos graxos poliinsaturados tendem a proporcionar maior digestibilidade dos lipidios,
0 que explica os maiores valores de digestibilidade do EE observados nos tratamentos
com a inclusdo de &cidos graxos insaturados, quando comparados ao controle.

Avila et al. (2000) avaliaram os efeitos da gordura suplementar de fontes com
diferentes propor¢cdes de acidos graxos insaturados e saturados na digestdo de
nutrientes e desempenho. O consumo de matéria seca, a digestibilidade aparente total
da matéria organica, fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido, PB e acidos
graxos foram semelhantes entre os tratamentos, assim como no presente estudo.

Bateman e Jenkins (1998) propuseram um estudo para determinar os efeitos da
adicao de 6leo de soja para dietas de vacas secas recebendo 50 % de feno de capim
bermuda sobre a fermentagédo ruminal e as concentragdes de lipidios no rimen. O 6leo
de soja foi adicionado a dieta a 0, 2, 4, 6, ou 8% da matéria seca da dieta. A adicao de
6leo de soja reduziu linearmente o CMS e consumo de matéria orgénica, mas
aumentou a ingestdo de acidos graxos. O 6leo de soja ndo teve efeito linear nem
quadratico sobre a digestibilidade total da MS, matéria organica, N ou fibra em
detergente neutro, mas diminuiu a digestibilidade de acidos graxos. Estes dados
indicam que grandes quantidades de 6leo de soja podem ser fornecidas em dietas
relativamente ricas em fibra, sem aumentar muito a concentracdo de acidos graxos
insaturados no rumen ou deprimir a digestibilidade dos nutrientes, mas com diminui¢cao
do CMS e CMO. Ja no presente estudo, ndo houve interferéncia no CMS, mas sim na
digestibilidade da MS e FDN.

As concentracOes elevadas de fibra favorecem as condigdes de crescimento
rapido dos micro-organismos que sao responsaveis pela hidrélise e hidrogenacéao de
gordura dietética (JENKINS, 1993). Os autores afirmam que o alto teor de fibra das
dietas podem ter promovido a hidrélise do OS a AG livres, os quais foram, em seguida,
rapidamente saturados. Harfoot et al. (1974) propuseram que a ligagao preferencial do
AG em particulas de alimento diminuiu a depressdao na fermentagdo causada por
gorduras.

Os autores justificam que a digestao da celulose ocorre em velocidade mais lenta
do que a digestao dos graos de cereais (RUSSELL; WILSON, 1996). Por conseguinte,
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as particulas de alimentos permaneceram mais tempo no rimen quando maior teor de
fibra na dieta foi fornecido. O alto teor de fibra das dietas poderia ter competido com
sucesso para a ligagdo dos AG e os impediu de interferir na digestdo ruminal da fibra.

O alto teor de fibra das dietas de Bateman e Jenkins (1998) reduziu problemas
com a digestao ruminal da fibra, mas o CMS e a digestibilidade de AG ainda diminuiram
com o aumento de 6leo nas dietas.

Harvatine e Allen (2006b) observaram que digestibilidade total da FDN nao foi
diferente entre os tratamentos por causa da digestdo poés-ruminal compensatoéria
quando dietas com diferentes graus de saturagéo de gordura foram fornecidas, uma vez
que a digestibilidade ruminal da FDN foi menor para dietas com alto indice de AG
saturados. Efeitos associativos do AG pode mudar o local da digestao de nutrientes do
rimen para o intestino, possivelmente reduzindo a digestibilidade da dieta.
Especificamente, AG diferem em seus efeitos hipofagicos (ALLEN, 2000); diminuicdo da
ingestdo pode diminuir a taxa de passagem ruminal permitindo maior digestibilidade
ruminal.

De acordo com Schauff et al. (1992), o consumo de MS nao foi afetada quando
se ofereceu 15 a 20% da MS da dieta com grao de soja cru para vacas leiteiras em
lactacdo. As digestibilidade de MS, MO, celulose e PB diminuiram quando a gordura foi
adicionada as dietas, enquanto a digestibilidade da FDA, FDN e hemicelulose nao
foram alteradas.

Hess, Moss e Rule (2008), em uma revisao de literatura, analisou o resultado de
varios trabalhos publicados durante 10 anos sobre suplementagdo de gordura para
gado de corte e ovinos. Com a excegcao de Brokaw, Hess e Rule (2001), a
digestibilidade total da MO diminuiu em todos os trabalhos com adi¢do de gordura para
ruminantes que consomem dietas ricas em forragem. Semelhante ao resultado
apresentado por Hess, Whitney e Rule (2001), em que a digestibilidade da MO foi
diminuida em novilhas alimentadas com até 6,2% de 6leo de milho, e a digestibilidade
da FDN foi menor para as novilhas alimentadas com alto teor de éleo de milho em
comparacgao as novilhas alimentadas com milho convencional. Os autores atribuiram a
reducao na digestibilidade total da FDN ao menor desaparecimento da FDN no rimen
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(HESS; WHITNEY; RULE, 2001; SCHOLLJEGERDES et al., 2004) e também no pos-
rumen (GOULD et al., 2000). Embora a suplementacdo de gordura diminui a
digestibilidade da MO em comparagdo com suplementos isocaléricos a base de milho, a
ingestdo total de MO digerivel por animais alimentados com gordura suplementar foi
maior do que para os animais apenas consumindo forragem.

Ja Atkinson et al. (2006), avaliou os efeitos de inclusdo de até 9% da MS de éleo
de cartamo em dietas de ovinos com alto concentrado (80%), e as digestibilidades
ruminais e totais aparentes de MO, FDN e N nao foram influenciadas pelo aumento 6leo
na dieta. Ndo era de se esperar uma alteragdo na extensdo da fermentagédo da FDN
porque a média de pH encontrado foi superior a 6,0, onde a digestdo da celulose nao é
inibida (VAN SOEST, 1994).

Corroborando com o presente estudo, Bernard (1990) também observou maiores
valores de digestibilidade do EE quando forneceu grao de soja cru e torrado para vacas
em lactacdo. O aumento da digestibilidade aparente do EE para dietas contendo grao
de soja foi aparentemente devido a uma maior ingestdo de EE, aumento da
concentracao de acidos graxos e reducao nas perdas endégenas. Dietas convencionais
contém maiores quantidades de ceras, esterdis e terpendides, que sao mal digeridos e
constituem uma grande parcela de perdas enddgenas (PALMQUIST; CONRAD, 1978),
em comparagcdo com os acidos graxos, que sao de facil digestdo e compdem um
percentual maior de EE na soja. Esse efeito pode ser extrapolado para as outras fontes
de gordura usadas, como 6leo de soja e sais de calcio de acidos graxos.

O incremento na digestibilidade do extrato etéreo observado no presente estudo
nas dietas com adicao de lipidios é semelhante aos resultados de Manso et al. (2006) e
Pavan, Duckett e Andrae (2007). Coeficientes de digestibilidade superiores em animais
suplementados com gordura podem ser atribuidos a maior digestibilidade da gordura
adicionada em comparacéo aos 4cidos graxos presente nas particulas de alimento; a
diluicao das perdas enddgenas de lipidios; e a maior sintese de acidos graxos no rimen
a partir de carboidratos em dietas com pouca quantidade de lipidios (CARVALHO,
2012).
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Shriver, Palmquist e Kinsey (1985) relataram aumento da digestibilidade de
acidos graxos com adicéo de 1,1 e 2,2 kg / d de gréo de soja; no entanto, uma queda
abrupta na digestibilidade de acidos graxos foi observada quando foram fornecidos 3,3
kg / dia do gréo.

Morais et al. (2006) afirmaram que o fornecimento de lipidios para os ruminantes,
geralmente provoca redugéo na digestibilidade da fibra, decréscimo na concentragéo de
protozoarios, aumento no conteudo de &cidos graxos de cadeia curta e redugdo na
producdo de metano no rumen, sendo que Onetti et al. (2001) admitiram serem os
efeitos observados dependentes da quantidade, do perfil de acidos graxos que
compdem a fonte de lipidio, bem como da interagédo fonte x ingredientes da dieta basal.
Esses efeitos podem ser decorrentes das redugdes no crescimento de bactérias devido
ao efeito ativo dos lipidios na superficie das membranas dos micro-organismos,
principalmente bactérias gram-positivas e protozoarios, inativando suas atividades
(TAMMINGA; DOREAU, 1991); da reduzida disponibilidade de cations pela formacao de
complexos insolluveis com acidos graxos de cadeia longa; e do recobrimento fisico da
fibora com lipidios protegendo-a do ataque dos micro-organismos (HOBSON;
STEWART, 1997; JENKINS; McGUIRE, 2006).

Venturelli (2011) incluiu grédo de soja cru na dieta de vacas no final de lactacao
nas proporcoes de 9, 18 e 27 % da MS total, com relagdo volumoso:concentrado de
60:40. Houve redugdo no consumo de matéria seca e de carboidratos nao fibrosos nas
vacas suplementadas com a ragdo com 27% de gréo de soja em relacdo as demais
racoes, que ndo diferiram entre si. Foi observado efeito linear crescente no consumo de
extrato etéreo, onde os animais submetidos a dieta com 27% de gréao de soja
apresentaram maiores valores. Houve diferenca na digestibilidade aparente total dos
nutrientes entre as ragcdes experimentais, sendo que as dietas com 18% e 27% de gréao
de soja apresentaram diminui¢do da digestibilidade dos carboidratos totais, em relagéo
as dietas controle e com 9% de grao de soja. Nao houve efeito sobre a digestibilidade
de matéria seca e da matéria organica, consumo e digestibilidade da proteina bruta,
consumo e digestibilidade da fibra detergente neutro, no consumo expresso em
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porcentagem de peso vivo de fibra detergente neutro, matéria seca e nos nutrientes
digestiveis totais sendo semelhantes entre as dietas experimentais.

Gandra (2012) avaliou fontes de dmega 6 e 3 no periodo pré-parto de vacas em
dietas com relagédo volumoso:concentrado de aproximadamente 70:30 e obteve valores
de consumo semelhantes ao presente estudo (CMS em torno de 12kg/dia), e ainda
observou efeito de dieta para o consumo de matéria seca, organica, EE e CNF (kg/dia).
O consumo de EE foi maior nas dietas onde foi adicionada a fonte de gordura. O autor
explica que houve um consumo médio superior de 200 g/dia ou 31,66% de EE, quando
foram comparadas as dietas suplementadas em relacdo a controle. J& no presente
estudo as vacas que receberam suplementacdo consumiram em média
aproximadamente 420 g/dia a mais de EE, o que culminou em maior consumo.

Em relagdo ao consumo de CNF, Gandra (2012) observou um consumo superior
em torno de 16,27% para a dieta controle em relacdo as dietas suplementadas com
fontes de &cidos graxos. Esses resultados foram justificados pelo autor como
consequéncia das concentragcdes dos nutrientes nas dietas, em que o teor de extrato
etéreo e carboidratos nao fibrosos estdo em coeréncia com os resultados obtidos, o que
também aconteceu com o atual estudo, no qual houve um aumento de 12,53% do
consumo de CNF em relagédo as demais dietas.

A dieta controle usada no presente estudo contém em média 3,25 unidades
percentuais a mais de CNF e 2,76 unidades percentuais a menos de EE quando
comparadas com as dietas com suplementagdo, o que pode ter contribuido para o
efeito significativo observado nos consumos de EE e CNF.

Ja quando compara-se o tratamento grao de soja com sais de calcio também é
possivel verificar uma diferenca no teor de CNF de 1,55 unidades percentuais, o que
explica o maior consumo de CNF em vacas que receberam SC (3,73 vs 4,11 kg/dia).

De acordo com Palmquist (1988), o efeito dos &cidos graxos sobre a
degradabilidade ruminal de nutrientes pode ser minimizado se a dieta contiver alta
quantidade de volumoso, devido principalmente a capacidade da forragem em manter o

funcionamento normal do rimen, entretanto, mesmo usando no presente estudo uma
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relacdo volumoso:concentrado de 80:20, houve alteracdo da digestibilidade de MS e
FDN, porém sem a diminuigdo do consumo.

Doreau, Aurousseau e Martin (2009) avaliaram a digestibilidade ruminal e
intestinal em vacas leiteiras secas, onde as dietas foram suplementadas com semente
de linhaga, sendo a relagdo volumoso concentrado de 70:30. Os autores nao
observaram diferencas no CDMS e CDMO quando compararam as dietas
suplementadas com semente de linhaga a dieta controle.

Alguns autores tém observado reducao na digestibilidade da fibra quando fontes
lipidicas sdo adicionadas as ragdes, e a magnitude de redugao esta relacionada nao sé
a quantidade, mas principalmente ao tipo de acido graxo presente no suplemento,
sendo que lipidios ricos em acidos graxos insaturados tendem a provocar maior
depressdo na digestibilidade (DOREAU; CHILLIARD, 1997). Entretanto, quando esta
fonte de gordura é fornecida na forma de semente de oleaginosas estes efeitos na
digestibilidade podem ser amenizados ou mesmo néo existirem devido a lenta liberagao
dos acidos graxos no ambiente ruminal.

Teoricamente, 0 uso de grdo de soja proporcionaria menor efeito da gordura
sobre a digestibilidade de nutrientes por proporcionar lenta liberacdo de lipidios no
rumen, ndo superando a capacidade de hidrogenacao dos micro-organismos ruminais e
impedindo uma possivel perda de digestibilidade de fibra pelo efeito negativo que
gorduras insaturadas prontamente disponiveis no rimen podem causar nas bactérias
fibroliticas (COPPOCK; WILKS, 1991; PALMQUIST, 1991).

Freitas Jr. (2012) avaliou os mesmos tratamentos que o presente estudo, mas no
terco médio de lactacdo, utilizando 55% de silagem de milho nas dietas. Nao houve
diferenca para os consumos de matéria seca, matéria organica, proteina bruta,
carboidratos totais e carboidratos n&do fibrosos entre as dietas. No entanto, os animais
submetidos as dietas com fontes adicionais de gordura também apresentaram maior
consumo de extrato etéreo. Além disso, como o resultado de consumo consiste
basicamente em uma combinagdo da concentracao do nutriente da dieta pela
quantidade de matéria seca consumida, esse resultado foi atribuido pelo autor a

auséncia de diferenga no consumo de matéria seca entre as dietas experimentais. As
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vacas alimentadas com a dieta contendo gréo de soja apresentaram maior consumo de
fibra em detergente neutro quando comparada aos animais submetidos a dieta com sais
de célcio de acidos graxos. Esse resultado também pode ser justificado devido a maior
concentracdo deste nutriente na dieta com grao de soja, mas que nao foi verificado no
presente estudo devido possivelmente a menor participacdo do concentrado na dieta,
levando a um efeito diluidor do nutriente. De forma semelhante ndo houve diferenca
para o consumo de matéria seca e fibra em detergente neutro em porcentagem do peso
corporal.

Freitas Jr. (2012), entretanto, ndo observou diferenga na digestibilidade aparente
total da matéria seca, proteina bruta, carboidratos totais e fibra em detergente neutro.
Apesar de alguns estudos terem avaliado o uso do GS como fonte de gordura para
vacas leiteiras e nao terem verificado redugdo do consumo de matéria seca e
desempenho dos animais suplementados, é preciso enfatizar que o periodo de
adaptacao e a aceitabilidade da fonte de gordura também tém influéncia direta sobre a
reducdo no consumo de vacas leiteiras quando se usa o grdo de soja como fonte de
gordura (STAPLES; THATCHER; MATTQOS, 2001). Em alguns casos foram observados
até o aumento do consumo de matéria seca, sendo esses resultados atribuidos ao
baixo incremento cal6rico da gordura em periodos de estresse caldrico, ou pela reducao
na producdo de propionato quando a fonte de gordura substituiu graos nas ragdes
(NRC, 2001).

Os efeitos no consumo de MS com a inclusdo de lipidios na dieta pode ser
atribuido ao aumento da concentragéo sérica de acidos graxos insaturados que ativam
receptores do centro da saciedade localizados no hipotalamo, inibindo o apetite e
reduzindo o consumo (ALLEN, 2000). Deste modo, fontes que contém maiores
concentracoes de AG insaturados seriam mais prejudiciais ao consumo enquanto fontes

mais saturadas causariam menos efeitos.
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4.2 Fermentacao ruminal

Os resultados referentes a fermentagao ruminal sdo apresentados na Tabela 6.
Os animais alimentados com a dieta contendo sais de célcio apresentaram maior valor
de pH ruminal em relacdo aos animais submetidos as dietas contendo grao de soja
(P<0,05). Entretanto ndo houve diferenga para os valores de pH ruminal entre a dieta
controle e as com fontes de gordura, e entre a dieta contendo 6leo de soja e as dietas
com gréao de soja ou sais de célcio (P>0,05) e os valores encontrados de pH para todos
os tratamentos estavam entre 5,9 a 7,0, dentro do intervalo considerado normal para
otimizacdo da taxa de digestdo ruminal e da degradacdo da parede celular da fibra,
sugeridas por Furlan et al. (2006).

O pH é um importante item no que diz respeito a modulacdo da fermentacao
ruminal. Um menor pH pode ser indicativo de diminuicdo na propor¢do molar de
acetato, além de poder indicar declinio na populacdo de bactérias celuloliticas
produtoras de acido acético (BOKEN et al., 2005). Assim como Boken et al. (2005),
outros pesquisadores como Bateman e Jenkins (1998) e Abel-Caines et al. (1998)
verificaram diminuicdo no pH ruminal quando dietas de vacas em lactacdo eram
acrescidas de suplementos lipidicos, nesses estudos a fonte avaliada era
principalmente o 6leo de soja, com adigdo de 4% (ABEL-CAINES et al. 1998), ou até
8% da dieta total (BATEMAN; JENKINS, 1998), ou subprodutos provenientes da soja,
com predominancia do acido linoleico na sua composi¢do (BOKEN et al., 2005). Em
contrapartida, Avila et al. (2000) e Harvantine e Allen (2006a), avaliando dietas para
vacas em lactacdo com as mais diversas fontes lipidicas saturadas, insaturadas e
mistura de ambas, obtiveram resultados que corroboram com os da Tabela 6, ou seja,
suplementos lipidicos nao alteraram os valores de pH ruminal quando comparados a
dieta controle. Machado (2012), avaliando dietas para vacas em lactagdo com fontes
lipidicas similares aos apresentados no presente estudo, com 55% de silagem de milho,
também n&o observou diferencas no pH. Outro fator que também contribuiu para a
manutencdo do pH é o consumo relativamente baixo de concentrado da categoria

animal que foi avaliada no presente estudo, em que vacas secas consumiram grande
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proporgao de volumoso com baixa ingestdo de matéria seca, sendo assim as condi¢des
ruminais favoraveis se mantiveram relativamente constantes mesmo com diferentes
dietas. Houve efeito dos horérios de coleta apds alimentacéo, sobre os valores de pH
ruminal. Esse comportamento j4 é esperado visto que quando ocorre o aumento do
consumo de alimentos apo6s o tempo zero de coleta, ocorre simultaneamente o aumento
da fermentacdo ruminal pela maior disponibilidade de substrato usado para a
fermentagdo ruminal, causando dessa forma reducdo dos valores de pH. Esse
comportamento pode ser observado na Figura 1.

Tabela 6 — Efeito das dietas sobre os parametros de fermentacao ruminal

ltem Dietas experimentais' EPM? Valor de P
C (OF] GS SC Trat Tempo Inter* C1 C2 C3
pH 6,15 6,14 6,08 6,25 0,03 0,039 <0,001 0,418 0,898 0,548 0,005

N-NHs mg/dL 20,39 17,76 1530 19,42 0,51 0,021 <0,001 <0,001 0,034 0,771 0,016

mmol

Total AGCC® 160,34 157,13 154,57 159,56 1,88 0,464 <0,001 0,738 0,320 0,987 0,215
Acetato 117,06 111,07 111,17 117,07 1,43 0,053 <0,001 0,878 0,102 0,229 0,048
Propionato 28,40 32,25 29,23 28,84 0,38 0,020 <0,001 0,207 0,100 0,006 0,749

Butirato 14,88 13,81 14,18 1444 0,20 0,397 0,001 0,766 0,165 0,364 0,676
Total AGCC, %

Acetato 7294 70,75 71,73 73,00 0,14 <0,001 <0,001 0,123 0,005 <0,001 0,008

Propionato 17,78 20,49 19,06 18,02 0,14 <0,001 <0,001 0,168 0,001 <0,001 0,028

Butirato 9,28 8,76 9,21 8,70 0,06 0,388 <0,001 0,378 0,283 0,243 0,482
C2:C3 4,13 3,51 3,81 4,10 0,04 <0,001 <0,001 0,116 <0,001 <0,001 0,008

'Controle (C); 6leo de soja (OS); grao de soja (GS); sais de calcio de acidos graxos (SC), (Megalac-E®). C1= controle versus fontes
de gordura (6leo de soja, gréo de soja e sais de calcio de acidos graxos); C2= 6leo de soja versos sais de calcio e grao de soja;
C3= grao de soja versus sais de calcio. ’Erro padrdo da média;® acidos graxos de cadeia curta.

Através de uma meta-analise, Schmidely et al. (2008) relataram que o pH ruminal
nao foi afetado pelo consumo de AG ou pela fonte de lipidio adicionado. Outros estudos
(SILVA et al., 2007; SHINGFIELD et al., 2010; TORAL et al., 2010) também nao
observaram mudangas no pH ruminal com a adigao de lipidios na dieta. O pH ruminal é
influenciado principalmente pela produgéo de saliva (RIVERA et al., 2010) e, por isso,
animais alimentados com dietas contendo elevada porcentagem de alimentos
volumosos, como foi o caso do presente estudo, em que os animais receberam 80 % de
silagem de milho, normalmente apresentam pH ruminal sempre proximo a neutralidade,

em virtude do maior estimulo de produgéo de saliva durante os processos de ingestao e
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regurgitacdo dos alimentos. Pode-se afirmar que neste caso, os efeitos da
suplementacéo lipidica sobre o pH foram pouco expressivos.

pH ——C -B--GS =pA=0S -® SC
Probabilidades:

6,90
Tratamento=0,039
Tempo<0,001

6.70 Int. Tempo*Trat=0,418

6,50

6,30

6,10 -

5,90 -

5,70 T T T T T 1
0 2 4 ? 8 10 12

T Tempo (horas ap6s alimentacao)
Figura 1 - pH ruminal em diferentes tempos apds o fornecimento da alimentagdo matinal de vacas da

raca Holandesa, alimentadas com dietas contendo ou nao suplementos lipidicos
(T) Horario de fornecimento da alimentacao

A concentracdo de N-NHj; (Tabela 6) foi maior (P<0,05) para os animais que
receberam a dieta controle em relagédo as dietas com inclusdo de gordura. A inibicao no
acumulo de amonia pelas fontes de gordura esta relacionada ao efeito depressor dos
lipidios insaturados sobre a populacdo de bactérias gram positivas fermentadoras
obrigatérias de aminoacidos, para suprir suas necessidades energéticas e proteicas
(CHEN; RUSSELL, 1989). Também houve diferenga no contraste 3, em que os animais
que receberam sais de calcio apresentaram um maior valor de N-NH3; em relacao
aqueles que receberam gréo de soja. Estes resultados sdo esperados devido a menor
inclusdo de ureia no tratamento com gréo de soja em relagédo aos sais de calcio (0,32%
vs 1,13% de ureia na dieta total, respectivamente). Esse procedimento foi realizado

exclusivamente para garantir o correto balanceamento e a manutencao da relagdo PDR
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e PNDR entre as dietas. A menor inclusdo de ureia no tratamento grao de soja também
pode ser considerado um fator importante que possibilitou maior diferengca entre
tratamentos no contraste. As concentragbes ruminais de nitrogénio amoniacal em

diferentes tempos estédo representadass na Figura 2.

Concentracao
mg/dL —t—C ---®--GS =& OS —m -SC -
Probabilidades:

30 - Tratamento=0,021
Tempo<0,001
Int. Tempo*Trat<0,001

25 -

20 -

15 -

ces

5 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

¢ Tempo (horas ap6s alimentagao) T
Figura 2 - Concentragdes ruminais de N-NH; em diferentes tempos apés o fornecimento da alimentagao

matinal de vacas da raga Holandesa, alimentadas com dietas contendo ou ndo suplementos lipidicos
(T) Horario de fornecimento da alimentagéo

Apesar das dietas conterem a mesma relacdo PDR:PNDR, o grdo de soja
integral é uma fonte proteica mais resistente a degradagdo ruminal do que a ureia,
proporcionando niveis menores de N-NHjz. Por outro lado, o excesso de amoénia no
rumen nao é desejavel, visto que pode causar perdas de N através da urina e gastos
energéticos durante sua metabolizacdo no figado (VAN SOEST, 1994).

O suprimento de niveis adequados de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) é
fundamental na otimizacdo dos processos fermentativos. Neste estudo, a quantidade de
NAR permaneceu, de maneira geral, acima do nivel 6timo de 10mg/dL recomendado
por Leng (1990) e Sampaio et al. (2010), onde nao ha diminuicao da disponibilidade de
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nitrogénio para os microrganismos, o0 que comprometeria significativamente a ingestao
e digestibilidade da fibra.

Nao houve efeito (P>0,05) das fontes de gordura nas dietas sobre as
concentragdes molares dos acidos graxos de cadeia curta totais e butirato (Tabela 6).
Porém houve efeito de tempo para esses parametros avaliados (P<0,001). Os
comportamentos das concentragdes molares de acetato, propionato, butirato e AGCC
totais ao longo do tempo podem ser observados nas Figuras 3, 4, 5 e 6,

respectivamente.

Concentracao
Mmol/L ——C &GS =& -0S =@ SC Probabilidades:
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135 4 Tempo<0,001
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Figura 3 - Concentragdes ruminais de acetato em diferentes tempos apds o fornecimento da alimentagao

matinal de vacas da ragca Holandesa, alimentadas com dietas contendo ou ndo suplementos lipidicos
(f) Horario de fornecimento da alimentagao
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Figura 4 - Concentragdes ruminais de propionato em diferentes tempos apdés o fornecimento da
alimentagao matinal de vacas da raga Holandesa, alimentadas com dietas contendo ou ndo suplementos

lipidicos

(f) Horario de fornecimento da alimentagéo
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Figura 5 - Concentragdes ruminais de butirato em diferentes tempos apés o fornecimento da alimentagao
matinal de vacas da raga Holandesa, alimentadas com dietas contendo ou ndo suplementos lipidicos
(f) Horario de fornecimento da alimentagao
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Concentracao
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Figura 6 - Concentracdes ruminais de acidos graxos de cadeia curta em diferentes tempos ap6s o
fornecimento da alimentagcao matinal de vacas da raga Holandesa, alimentadas com dietas contendo ou
nao suplementos lipidicos
(f) Horario de fornecimento da alimentagao

Ao analisar o contraste 2, observa-se que os valores de propionato foram
maiores para o 6leo de soja em relagdo as demais fontes de gordura em 11,07%. Ja em
relacdo a concentracdo de acetato, animais submetidos as dietas contendo sais de
célcio tiveram valores 5,3% maiores de acetato quando comparados aos que
receberam gréao de soja.

Quando se compara os valores em termos de porcentagem de AGCC, as
respostas também apresentam algumas diferengas. Houve efeito significativo (P<0,05)
em todos os contrastes para as porcentagens de acetato e propionato, porém o butirato
permaneceu semelhante entre os tratamentos. A dieta controle apresentou os menores
valores de propionato (17,78%) em relacao as fontes de gordura. Ja o 6leo apresentou
0s maiores valores (20,49%), seguido pelo grdo de soja (19,06%) e sais de calcio
(18,02%). A porcentagens de acetato foram maiores na dieta controle (72,94) em

relagdo aos demais tratamentos com gordura (71,83%). O dleo foi o tratamento com
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menor participacao do acetato (70,75%) em porcentagem do total de AGCC, seguido
pelo grao de soja (71,73%) e sais de calcio (73%).

De acordo com os resultados mostrados acima, houve efeito no aumento da
relagcdo acetato:propionato (C2/C3) no tratamento controle (4,11), devido ao menor
valor de propionato e maior valor de acetato em porcentagens observados. Além disso,
pode-se observar efeitos nos contrastes 2 e 3, em que o 6leo teve a menor relagéo
(3,51), seguido pelo grdo de soja (3,81) e sais de calcio (4,10). A alteragcdo da
concentracao de acetato:propionato observada com o fornecimento de lipidios, inferior a
obtida com a dieta controle, se deve ao efeito indireto dos acidos graxos, que reduz a
populacao de bactérias fibroliticas, que produzem principalmente acetato, liberando
hidrogénio. Desta forma, ha possivelmente uma melhora da eficiéncia do metabolismo
energético, alterando as proporcdes dos acidos graxos produzidos no rimen com uma
possivel diminuicdo da perda de energia na forma de metano. Esse efeito foi mais
acentuado na dieta com 6leo de soja, em que os acidos graxos estdo mais disponiveis
no ambiente ruminal. Um possivel favorecimento as bactérias fermentadoras de
carboidratos nao fibrosos, provocado por uma possivel mudanca no ambiente ruminal
de vacas suplementadas com lipidio, poderia provocar maiores propor¢coes de acido
propidnico em relagdo ao acido acético, efeito que foi observado neste estudo.

Machado (2012) avaliou 4 dietas com adi¢cao de 4cidos graxos insaturados e uma
controle para vacas primiparas no terco medio de lactagéo. O autor justifica a auséncia
de resultados significativos obtidos para as concentragées ruminais e proporgcées dos
acidos graxos volateis por causa da digestibilidade dos carboidratos e produgéo
microbiana, que nao foram afetadas pelos tratamentos com adicdo de lipidios,
mantendo padrdes fermentativos equivalentes entre todos os tratamentos.

Avila et al. (2000) e Vargas et al. (2002), da mesma maneira também nao
detectaram diferenga nas propor¢cées molares dos acidos acético, propiénico e butirico,
assim como nas relagcdes acetato/propionato, independentemente dos tipos e perfis dos
lipidios contidos nas dietas dos animais. Por outro lado, Boken et al. (2005) e
Harvantine e Allen (2006b), verificaram aumento de propionato e diminuicdo de acetato

nas percentagens molares, no ambiente ruminal de vacas suplementadas com lipidios,
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enquanto as propor¢cdes de butirato permaneceram inalteradas, exatamente como
ocorreu no presente estudo. Esses resultados contraditérios entre esses estudos
podem ser devido a diferengas nos padrées de alimentagdo de animais avaliados ou
tempos de amostragem de liquido ruminal.

Bateman e Jenkins (1998) determinaram os efeitos da adicdo de 6leo de soja
para dietas de alta fibra sobre a fermentagédo ruminal e as concentracgoes de lipidios no
rumen. O éleo de soja foi adicionado a dieta a 0, 2, 4, 6, ou 8% de matéria seca da
dieta. A adicao de 6leo de soja reduziu a concentracao total de acidos graxos de cadeia
curta. Além disso, a adicdo de OS as dietas resultou em reducdes lineares em
proporcdes molares de acetato e aumentos lineares em proporcbes molares de
propionato. Portanto, a relagdo acetato:propionato diminuiu linearmente quando OS foi
adicionado as dietas, indicando que o 6leo afeta a fermentacdo ruminal da fibra. Esse
mesmo efeito ocorreu nas dietas com fontes de gordura do presente estudo, em que a
relacao acetato:propionato foi menor em relagcado ao controle, resultado justificado ainda
pela diminuicdo observada na digestibilidade da FDN nas dietas com lipidios.

Embora a gordura na dieta interfira na fermentagao ruminal, os efeitos parecem
ser diminuidos em dietas ricas em fibra. Bateman e Jenkins (1998) relataram aumentos
na relagao acetato:propionato quando a gordura foi adicionada a dietas com alto teor de
FDN e diminuicdo em dietas com FDN baixo. Além disso, os autores afirmaram que
poucos dados estdo disponiveis para descrever os efeitos de altas concentragdes de
gordura na dieta sobre a fermentagdo ruminal quando dietas de alta fibra sé&o
fornecidas.

Keele, Roffler e Beyers (1989) relataram que evidéncias circunstanciais indicam
que o aumento do &cido propiénico ruminal e o decréscimo em acido butirico ruminal
com o aumento da ingestao de acidos graxos de cadeia longa pode ter sido causada
por uma reducado no numero de protozoarios no rumen. Esse mesmo comportamento foi
observado por Tamminga et al. (1983) e Pena, Tagari e Satter (1986).

Jouany et al. (1981) observaram um aumento na concentracdo de &cido
propibnico ruminal, uma diminuicAo na concentragcdo de &acido butirico e nenhuma

alteracdo na concentracdo de acido acético quando carneiros foram defaunados. A
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concentracao de N-NHj; foi maior para os animais alimentados com altos niveis de
semente oleaginosas, e semelhante quando as vacas foram alimentadas com carogo de
algodao ou soja extrusada (KEELE; ROFFLER; BEYERS, 1989).

Schauff et al. (1992), testando soja integral e/ou sebo bovino em dietas para
vacas em lactacdo, observaram que a propor¢do molar de acetato e a relagdo
acetato:propionato tenderam a decrescer nas dietas contendo lipidio. Resultados
similares foram encontrados por Stern, Santos e Satter (1985), quando soja integral foi
fornecida para vacas em lactagéao, e por Storry, Hall e Johnson (1973) e Palmquist e
Conrad (1978). Quando o grdo de soja é oferecido a menos de 12% da MS da dieta,
nao sao esperados efeitos negativos sobre a fermentacdo ruminal (SCHAUFF et al.,
1992).

Mohamed et al. (1988) n&o detectaram efeitos significativos no pH ruminal
quando forneceram 0leos ou sementes oleaginosas (soja e algodao) para vacas em
lactacdo. A concentragdo de amdnia ruminal tendeu a ser menor quando foram
fornecidas 6leo de soja, grdo de soja cru ou torrado em relacao a dieta controle. A
proporcdo de acetato ndo foi diferente entre as dietas, mas a percentagem de
propionato foi mais elevada e a de butirato quando o éleo livre foi adicionado. A relagao
acetato:propionato foi menor quando se forneceu o 6leo livre ou semente crua integral,
mas ndo foi diferente quando as sementes foram torradas. Reduc¢do na digestdo de
fiora (HENDERSON, 1973) e diminuicAo do numero de bactérias metanogénicas
(CZERKAWSKY; BLAXTER; WAINMAN, 1966) com a adicdo de lipidios sao
provavelmente responsaveis pela reducédo na relacdo acetato:propionato (MOHAMED
et al., 1988). O numero de protozoarios também diminuiu com a adicao de 6leo ou
sementes integrais na dieta, que foi consistente com a redugdo da relacédo
acetato:propionato, aumento na relagao propionato:butirato e reducao na digestibilidade
da MS que foram observados.

Atkinson et al. (2006) sugerem que quando o pH médio é superior a 6,0, a
extensado da fermentacdo da MO e da FDN nao é afetada por niveis crescentes de 6leo
de cartamo na dieta. As concentracdes ruminais totais de AGV nao foram influenciadas

pelo aumento do 6leo de cartamo. Uma diminuicdo linear na proporcdo molar de
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acetato, juntamente com um aumento linear na proporcdo molar de propionato foi
observado com o aumento do 6leo de cartamo. As alteragdes nas proporgdes molares
de acetato e propionato resultaram numa diminuicdo linear da relagéo
acetato:propionato.

Kucuk et al. (2001), ndo observaram alteragdo na relacdo acetato:propionato
nem quando ocorreu aumento na proporcao de propionato com o aumento do 6leo de
soja na dieta. O aumento da proporcao de propionato observado no presente estudo,
mais evidenciado no tratamento com éleo de soja, pode ter resultado do aumento da
disponibilidade de glicerol a partir da lipélise no rimen, que é rapidamente convertido
em propionato no rimen (CHALUPA et al., 1986).

Jenkins (1993) observou que dietas com alta relacdo volumoso:concentrado
podem promover menor efeito dos lipidios sobre a fermentacdo ruminal, pois alta
concentracao de fibra promove condi¢des ideais para o rapido crescimento de micro-
organismos responsaveis pela hidrélise e bio-hidrogenacao dos lipidios. No entanto,
com dietas ricas em forragens, a microbiota ruminal estara com maior proporcao de
bactérias celuloliticas, que sdo as mais susceptiveis aos efeitos tdxicos principalmente
dos acidos graxos insaturados.

Barletta (2010) observou uma queda na producao de N-NHj3; sendo atribuido com
a menor inclusdo de ureia e as fontes de gordura ndo serem as fontes de energia das
bactérias ruminais. A producdo de &cidos graxos volateis foi menor a medida que
aumentava a inclusdo de grdo de soja nas dietas. Naves (2010) observou resultado
semelhante a Barletta (2010) sobre os acidos graxos volateis, mas ndo ocorreu
diminui¢do na concentracao de N-NHjs, sendo que a inclusdo de grao de soja nas dietas
foi constante apenas alterando a forma de apresentagdo. Esses autores néo
observaram efeito das rac¢des utilizadas nos valores de pH ruminal e a concentragao de
nitrogénio amoniacal ruminal foi maior para as vacas que receberam a dieta controle em
relagéo as dietas com grao de soja.

Venturelli (2011) também encontrou concentragées de N-NH3; maiores para os
animais que receberam a dieta controle em relagdo as dietas com inclusdo do gréao de

soja. Esse autor ainda observou efeito linear decrescente para as concentracdes
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mmol/L de acido acético, propidnico e butirico e na concentracdo molar do &cido
butirico. Estes resultados podem ser explicados pelo efeito depressor dos lipidios sobre
as bactérias ruminais. Além de serem animais no final de lactacdo com uma taxa de
passagem menor, os lipidios ndo sdo fontes de energia para o crescimento microbiano.
Venturelli (2011) relata que a inclusao de até 18% de grao de soja integral nas racoes
nao influenciaram a fermentagao ruminal de vacas em final de lactacéo.

Freitas Jr. (2012) ndo encontrou diferenca para os valores de pH ruminal entre a
dieta controle e as com fontes de gordura. As dietas contendo fontes de gordura
promoveram menores concentragdes de nitrogénio amoniacal (N-NH3) em relacdo a
dieta controle, assim como no presente estudo. O autor também nao observou efeito
das fontes de gordura nas dietas sobre as concentragbes dos acidos graxos de cadeia
curta totais, acetato, propionato, em proporcdo molar. Porém houve reducédo para as
concentragdes do acidio butirico para as vacas alimentadas com fontes de gordura.
Houve aumento das concentracdes de acetato em porcentagem do total de acidos
graxos de cadeia curta para as vacas alimentadas com a dieta contendo sais de calcio
de acidos graxos, em relacdo a dieta com grdo de soja, resultados semelhantes aos
apresentados neste estudo.

Nao existe um consenso na literatura sobre os efeitos da incluséo de lipidios na
concentracdo de NAR, havendo relatos de diminuicdo (WANAPAT et al., 2011),
aumento (HOMEM JR. et al., 2010) e auséncia de efeitos (TORAL et al, 2010;
SHINGFIELD et al, 2010) na quantidade de N ruminal como consequéncia da adigédo de
acidos graxos na dieta. Isso ocorre porque ha uma grande variagcdo entre os estudos
qgue avaliam lipidios na dieta de vacas, sendo esses realizados em condicoes diferentes
de dietas, com diferentes fontes e teores de volumosos, com fontes lipidicas muito
variadas, diversos niveis de inclusdo e o estado fisiolégico dos animais avaliados nem
sempre é o mesmo. Toda essa variagao implica em uma resposta animal especifica, de
acordo com as condicoes em que esses animais sao submetidos, uma vez que varios

fatores estao envolvidos na fermentacado e metabolismo animal.
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4.3 Sintese de proteina microbiana

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados da sintese de proteina microbiana.
Nao foi verificado nenhum efeito significativo nos pardmetros alantoina na urina, acido
arico, purinas totais, derivados de purinas, purinas absorviveis, excrec¢ao total de urina,
nitrogénio microbiano, proteina bruta microbiana e eficiéncia (gramas de PB
microbiana’/kg de NDT consumido). Embora sem efeito, os tratamentos com gordura
tiveram valores médios de producdo de PB microbiana e eficiéncia maiores que o
tratamento controle, sendo que o tratamento com 6leo de soja apresentou valores
numeéricos ainda mais elevados que os demais tratamentos (849,97 g/dia de PB
microbiana vs 610,38 g/dia de PB microbiana do tratamento controle), esses valores,
mesmo sem diferenga estatistica, devido a grande variacdo dos parametros avaliados,
devem ser considerados, ja que frequentemente, o fornecimento de 6éleos vegetais
acarreta aumentos na eficiéncia de sintese microbiana, ndo pelo aumento de energia
fermentavel no rimen, mas pela menor predacao devido ao efeito defaunatério mais
eminente do 6leo (DEWHURST; DAVIES; MERRY, 2000).

Oldick e Firkins (2000) citam que embora os AG fornecam pouca energia para o
crescimento microbiano (WU; OHAJURUKA; PALMQUIST, 1991), a gordura
suplementar normalmente nao diminui o fluxo de N microbiano para o duodeno (STERN
et al., 1994; DOREAU; FERLAY, 1995), porque a eficiéncia da sintese de proteina
microbiana aumenta quando a gordura é fornecida (STERN et al., 1994) ou com o
aumento da insaturacdo de gorduras (PANTOJA et al., 1994). No entanto, a eficiéncia
de sintese de proteina microbiana nao foi afetada pela gordura suplementar em alguns
estudos (ALDRICH et al., 1997;. ELLIOTT et al., 1997). A eficiéncia microbiana parece
ser aumentada por causa da gordura pela reducdo das contagens e predagdo de
protozoarios (STERN et al., 1994.).

Doreau e Chilliard (1997) também relataram efeito defaunatério sobre os
protozoarios quando gorduras insaturadas sao adicionadas as dietas, principalmente as
ricas em acido linoleico e linolénico. A consequéncia principal da defaunacao € a queda
na concentracdo de amoénia no rimen, decorrente da reducéo da atividade proteolitica
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dos protozoarios (DOREAU; FARLEY, 1995), e esta associado a uma importante queda
na reciclagem de N bacteriano no rumen (MORAIS et al.,, 2006), isto €, ocorre o
aumento no numero de bactérias gram-negativas. Esse efeito foi observado no presente
estudo, em que a concentracdo de amoénia foi maior para o tratamento controle em
relacdo aos demais (Tabela 6. Tais efeitos, portanto, contribuem para o aumento na
eficiéncia de sintese de proteina microbiana, quando lipidios sdo suplementados aos
ruminantes (VAN SOEST, 1994; DOREAU; FERLAY, 1995). A técnica de determinacao
de derivados de purina para estimar a sintese microbiana assume que todos os acidos
nucléicos de origem dietética sdo degradados no rumen e que, portanto, todos os
acidos nucléicos que deixam o rumen sao essencialmente de origem microbiana
(SERRANO et al., 2011). Segundo Chen e Gomes (1992) a excrec¢ao de derivados de
purina é diretamente proporcional a absor¢cdo de purinas. Dessa forma, a partir do
conhecimento da relagao entre N das purinas e N total dos micro-organismos ruminais,

obtém-se a sintese de proteina microbiana.

Tabela 7 — Sintese de proteina microbiana de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentais’ 2 Valor de P
ftem c oS GS sc__ °M ci__cz_ C3
Mmol/L
AI—inna3 11,37 14,51 12,20 12,94 0,75 0,209 0,324 0,377
Ac. Urico 1,63 2,03 1,78 1,92 0,12 0,234 0,429 0,699
Mmol/dia
Al-Urina 143,11 182,27 147,19 156,56 9,96 0,322 0,274 0,273
Ac. Urico 20,12 26,01 21,19 24,16 1,63 0,302 0,301 0,667
PT* 163,23 208,28 168,38 180,72 10,71 0,275 0,235 0,277
DP® 49,09 49,29 49,00 49,14 0,72 0,854 0,480 0,672
Pabs® 134,28 187,05 140,45 154,80 12,39 0,275 0,238 0,278
ALA: PT (%) 87,67 87,51 87,42 86,63 0,74 0,927 0,883 0,733
ETU’ (L/dia) 12,24 12,69 12,41 12,31 0,42 0,782 0,918 0,701
Nmic® (g/dia) 97,63 135,99 102,11 112,55 9,01 0,275 0,238 0,278
PB mic’ (g/dia) 610,38 849,97 638,20 703,43 56,31 0,275 0,238 0,278
Eficiéncia' 73,14 98,88 77,93 83,02 6,90 0,316 0,359 0,334

'Controle (C); 6leo de soja (OS); grao de soja (GS); sais de calcio de acidos graxos (SC), (Megalac-E®). C1= controle versus fontes
de gordura (6leo de soja, gréo de soja e sais de calcio de acidos graxos); C2= 6leo de soja versus sais de calcio e grao de soja;
C3= gréo de soja versus sais de calcio. %Erro padrao da média; %alantoina na urina; 4purinas totais; *derivados de purinas; 6purinas
absorviveis; “excrecdo total de urina; ®nitrogénio microbiano; °proteina bruta microbiana; '°gramas de PB microbiana/kg de NDT
consumido.
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Venturelli (2011) avaliou o efeito da inclusao de grao de soja cru integral na dieta
de vacas em final de lactacdo em até 27% da MS total. Nado houve diferenca nas
excrecgOes diarias em Mmol/L e Mmol/dia de alantoina na urina € no leite, e acido urico
na urina e para a produgdo de urina em L/dia. De forma semelhante, ndo houve
diferenca nas concentragbes das purinas totais, derivados de purinas e purinas
absorviveis em Mmol/dia, e também né&o foi observada diferenga para a producéo de
nitrogénio microbiano e proteina bruta microbiana, em g/dia. A eficiéncia da sintese de
proteina microbiana também foi semelhante entre as dietas.

Freitas Jr. et al. (2010) avaliaram a excre¢ao dos derivados de purina, nitrogénio
microbiano total e proteina microbiana em dietas com a inclusdo de 16% de grao de
soja cru na matéria seca das ragdes e nao encontraram diferenca para as demais
racdes avaliadas, os valores observados pelos autores sdo semelhantes aos
encontrados no presente estudo.

Barletta (2010) ndo observou alteracdo na sintese de proteina microbiana
utilizando até 24% de inclusao de grdo de soja nas ragdes. Freitas Jr. (2012) relatou
que nao houve diferenca (P>0,05) nas excrecdes diarias em mmol/L e mmol/dia de
alantoina na urina e no leite, acido Urico na urina excreg¢ao de urina em L/dia, purinas
totais, derivados de purinas, purinas absorviveis em Mmol/dia, producdo de nitrogénio
microbiano, proteina bruta microbiana, em g/dia, e eficiéncia da sintese de proteina
microbiana entre as dietas experimentais com as mesmas fontes de gordura usadas no

presente estudo.

4.4 Balanco de energia

Na Tabela 8 s&o apresentados os resultados do balanco de energia em funcéo
das dietas experimentais. Nao foram observados efeitos no consumo de energia bruta
(EB), energia digestivel (ED), energia metabolizavel (EM) e energia liquida (EL) entre os
tratamentos. Houve tendéncia de maior consumo de EB (P=0,07) e de maior consumo
de EL (P=0,06) para o tratamento sais de calcio em relacdo ao tratamento com soja
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grao. Esses resultados podem ser explicados devido a uma maior quantidade ingerida
de MS em animais recebendo sais de célcio (12,17 vs 11,52 kg/dia), embora as duas
dietas fossem bem proximas em valores de energia, mesmo nao havendo diferenca no
consumo.

Harvatine e Allen (2006d) afirmaram que os acidos graxos tenderam a diminuir
linearmente a ingestdo de ED quanto maior o grau de instauracao da dieta. No entanto,
o consumo de EL ndo foi afetado pelos tratamentos. A producao de EL para leite néo foi
afetada pela fonte saturada, mas diminuiu linearmente com o aumento da fonte
insaturada.

O balanco de energia pode ser verificado por meio de célculo da conservacao de
energia e os tratamentos nao diferiram em energia disponivel para a mantenca
calculada pela diferenca do consumo de EL e EL para a producéo de leite e ganho de
peso vivo (Harvatine e Allen, 2006d). Esta abordagem foi selecionada pelos autores
para o calculo mais comum de balanco de energia no intuito de remover o viés do
aumento de ganho de peso corporal, superestimando aumentos de exigéncia
energética de mantenca em alguns tratamentos. O peso metabdlico pode ser usado
para predizer as exigéncias de energia de mantenga entre animais diferindo no peso
corporal, mas nao estimar as mudangas nas exigéncias de energia liquida de mantenca
com ganho de peso, pois ha variagdes na composi¢do corporal dos animais estudados
(NRC, 2001).

Venturelli (2011) observou que o balanco de energia para vacas no final de
lactacdo, recebendo uma dieta com 65% de volumoso, foi influenciado pelas dietas
experimentais. Foi observado efeito linear crescente da energia liquida de lactacéao e na
energia bruta quanto maior o nivel de inclusédo de gréao de soja. O autor justificou que os
resultados estdo de acordo o consumo de extrato etéreo e pelo consumo de energia
digestivel apresentado e também pelo comportamento da producdo de energia liquida
de lactacéo e de ganho quando avaliadas as ragdes experimentais.
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Tabela 8 — Balanco de energia de acordo com as dietas experimentais

o Dietas experimentais o > Valor de P
Variaveis C 0S P GS sC Média EPM o o8 3
Consumo

EB®(Mcal/dia) 47,13 47,04 46,83 54,18 48,80 2,43 0,403 0,161 0,07

ED* (Mcal/dia) 36,67 36,48 36,40 37,79 36,84 1,87 0,873 0,623 0,445

EM°(Mcal/dia) 31,48 30,61 30,34 34,68 31,78 1,77 0,844 0,257 0,147

EL.° (Mcal/dia) 20,51 21,42 21,51 2468 22,03 1,07 0,104 0,185 0,06
Produgao

ELg7 (Mcal/dia) 0,27 0,31 0,32 0,34 0,31 0,09 0,011 0,565 0,101
Balango de energia

EL ® (Mcal/dia) 10,16 10,21 10,02 10,13 10,13 0,40 0,636 0,133 0,494
Eficiéncia energética

ELp®/CED 0,26 0,30 0,30 0,32 0,30 0,01 <0,001 0,330 0,363

"Controle (C); 6leo de soja (OS); grao de soja (GS); sais de calcio de acidos graxos (SC), (Megalac-E®). C1= controle versos fontes de
gordura (6leo de soja, gro de soja e sais de célcio de 4cidos graxos); C2= 6leo de soja versos sais de célcio e gréo de soja; C3= grao de soja
versos sais de calcio. 2Erro padrio da média;

3 Energia bruta;

* Energia Digestivel;

5 Energia Metabolizavel - EM (Consumo) = 1.01 x (ED (consumo)) — 0.45] + 0.0046 x (EE - 3) (NRC, 2001);

® Energia Liquida de lactag&oo (EL.) - EL, (consumo) = 0.703 x EM (Consumo) - 0.19 + {[(0.097 x EM (Consumo) + 0.19)/97] x [EE - 3]};
’Energia liquida de ganho (ELg) (Variag&o de peso corporal) calculado pelas formulas do NRC (2001).

8EL = EL (consumo) — EL (ganho PV) - EL (leite).

°EL de produgao (EL produgio de leite + EL ganho de PV).

Gandra (2012), avaliando vacas no pré-parto com suplementacao de fontes de
6mega 6 e 3, observou efeito de dieta, sendo que a fonte de dmega 3 aumentou os
consumos de EB, ED, EM e EL de lactacao em relacdo as fontes de 6mega 6, porém
nao houve diferencas entre os balangos.

Caldari-Torres et al. (2011) suplementaram vacas leiteiras no periodo de
transicdo com fontes de acidos graxos saturados, w 6 w3 e nao observaram diferenca
no balanco de energia no pré-parto quando comparam as dietas enriquecidas com
acidos graxos w6 e w3. Em outro estudo Hayirli, Keisler e Doepel (2011),
suplementaram vacas no periodo de transicdo com fontes de acidos graxos oleico,
linoleico e linolénico e também n&o observaram diferengas para o balango de energia
no pré-parto.

Ja no estudo realizado por Freitas Jr. (2012), ndo houve efeito das dietas com
fontes de gordura sobre os consumos de EB, ED e ELL. O autor relatou que a dieta
com sais de célcio de acidos graxos promoveu aumento de 4,3% para o consumo de

ELL em relacdo a grao de soja. Esse resultado pode ser observado ainda por Freitas Jr.
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(2008) e Santos et al. (2009), que corroboram com o presente estudo, onde esse
aumento foi significativo e de 14,7%.

4.5 Balanco de nitrogénio

Os valores médios e os coeficientes de variagdo para os consumos de nitrogénio
total (NT), a excrecao de NT nas fezes (N-fecal), na urina (N-urina) e o balango de
nitrogénio (BN) obtidos para as ragdes experimentais sdo apresentados na Tabela 9.
Nao foi observado efeito para consumo de NT, o que corrobora com a auséncia de
efeito estatistico no consumo de PB entre as dietas. Também nao houve efeito para os
demais parametros avaliados.

Gandra (2012), avaliando vacas secas no pré-parto observou efeito na excrecao
de NT nas fezes (g/dia) para as dietas suplementadas com fontes de acidos graxos em
relacéo a dieta controle, sendo observado excrecao de 9,2 g/dia ou 13,06% menor para
as dietas ricas em 4cidos graxos w6 e w3. O autor alegou que os resultados estdo de
acordo com os CDPB apresentados pelas dietas suplementadas com acidos graxos que
apresentaram maiores em relacdo a dieta controle e podem ter interferido nesta

variavel.

Tabela 9 — Balanco de nitrogénio de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentais’ L 5 Valor de P
ftem C 0S Gs _sc  Meda EPM" —=——r 3
g de N/dia
Consumo 265,24 259,52 260,81 292,95 269,63 15,10 0,743 0,422 0,146
Fezes 4585 4546 45,52 54,99 47,96 4,91 0,566 0,325 0,168
Urina 120,73 112,24 113,07 142,07 122,03 15,85 0,917 0,387 0,210
Balanco 98,45 101,62 102,10 95,80 99,49 16,42 0,640 0,273 0,791
% N total
Fezes 16,73 16,57 17,67 17,98 17,24 1,69 0,729 0,837 0,583
Urina 42,78 40,94 47,44 46,76 44,48 5,37 0,728 0,564 0,510
Balanco 38,68 40,12 38,70 33,70 37,80 6,12 0,662 0,559 0,463

'Controle (C); 6leo de soja (OS); grao de soja (GS); sais de calcio de 4cidos graxos (SC), (Megalac-E®). C1= controle versos fontes
de gordura (6leo de soja, grao de soja e sais de calcio de acidos graxos); C2= 6leo de soja versos sais de calcio e grao de soja; C3=
grao de soja versos sais de calcio. > Erro padrao da média.
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O consumo de nitrogénio total, excrecdo de compostos nitrogenados totais nas
fezes e urina, o balanco de nitrogénio (BN) em gramas de NT por dia e em
porcentagem por dia, avaliados por Gandra (2012) ndo foram influenciados pelas
dietas, assim como no presente estudo. Isso pode ser justificado pela auséncia de
diferencas entre os consumos e a excregao de nitrogénio, ja que as ragdes utilizadas
neste estudo foram isonitrogenadas.

Venturelli (2011) também nado constatou efeito para consumo de nitrogénio total,
apesar de ocorrer aumento numérico do consumo de proteina bruta com o aumento da
inclusdo de soja grédo na dieta de vacas em final de lactacdo. Nao houve efeito para
excrecao de nitrogénio na urina, no leite e nas fezes (g/dia), o autor concluiu que os
dados estdo de acordo com o consumo de proteina bruta observado nas dietas
experimentais. O valor médio de N retido obtido pelo autor foi de 75,51 g de N/dia, ja o
obtido no presente estudo foi de 99,49 g de N/dia. Essa diferenca pode ser explicada
pelo fato da categoria animal analisada ser diferente nos experimentos, vacas em
lactacdo, mesmo estando em final de lactacao, excretam uma quantidade consideravel
de N no leite, 0 que resulta em uma menor retencao de nitrogénio quando comparadas
com vacas secas.

Barletta (2010) observou uma diminuicdo no consumo de NT com a inclusao do
gréo de soja relacionado a diminuigdo do consumo de matéria seca. Ja Naves (2010)
avaliando a inclusdo de 20% de grdo de soja na dieta, ndo obteve nenhum efeito no
balanco de nitrogénio relacionando com o coeficiente de digestibilidade da proteina

bruta.

4.6 Parametros sanguineos

A composicao bioquimica do plasma sanguineo reflete a situagao metabdlica dos
tecidos animais, de forma a poder avaliar lesdes teciduais, transtornos no
funcionamento de 6rgaos, adaptacdo do animal diante de desafios nutricionais e
fisiolégicos e desequilibrios metabdlicos especificos ou de origem nutricional. A
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interpretacao do perfil bioquimico € complexa devido aos mecanismos que controlam o
nivel sanguineo de varios metabdlitos e devido, também, a grande variagdo desses
niveis em funcdo de fatores como raga, idade, estresse, dieta, nivel de producao
leiteira, manejo, clima e estado fisioldégico (lactagédo, gestacdo, estado reprodutivo)
(GONZALEZ; SCHEFFER, 2002).

Nao houve diferenca (P>0,05) entre as racdes experimentais para as
concentragbes no soro de glicose, ureia, proteinas totais, albumina, aspartato
aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase (GGT)) (Tabela 10).

As dietas com fontes de gordura apresentaram maiores valores (P<0,05) nas
concentracdes de colesterol total e colesterol HDL em relacdo a dieta controle. O
aumento das concentragdes de colesterol total e de HDL-colesterol no soro pode ser
atribuido ao maior consumo de &cidos graxos nos animais que receberam as dietas
suplementadas com lipidios. Esse aumento proporcionou aumento das respectivas
fracoes relativas ao metabolismo de lipidios transportados no sangue. De acordo com
Gonzalez e Scheffer (2002), o colesterol nos animais pode ser tanto de origem
exdgena, proveniente dos alimentos, como enddgena, sendo sintetizado, a partir do
acetil-CoA, no figado, nas gbnadas, no intestino, na glandula adrenal e na pele. O
colesterol circula no plasma ligado as lipoproteinas (HDL, LDL e VLDL), sendo que
cerca de 2/3 dele esta esterificado com &cidos graxos. Os niveis de colesterol
plasmatico sdo indicadores adequados do total de lipidios no plasma, pois corresponde
a aproximadamente 30% do total. O colesterol € necessario como precursor dos acidos
biliares, os quais fazem parte da bile, e dos horménios esteréides (adrenais e
gonadais). Os estrogenos, sintetizados a partir de colesterol, afetam a complexa inter-
relagdo das fungdes hipofisiaria, tireoidiana e adrenal.

Entre varios metabdlitos usados como combustivel para a oxidacao respiratéria,
a glicose € considerada o mais importante. Na digestdo dos ruminantes, pouca glicose
proveniente do trato alimentar entra na corrente sanguinea. O figado é o 6rgao
responsavel pela sua sintese a partir de moléculas precursoras na via da
gliconeogénese. Assim, o acido propidnico produz 50% dos requerimentos de glicose,
0s aminodcidos gliconeogénicos contribuem com 25% e o &cido lactico com 15%. Outro
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precursor importante é o glicerol (GONZALEZ; SCHEFFER, 2002). O teor de glicose
sanguineo tem poucas variagdes, em fun¢cdo dos mecanismos homeostaticos bastante
eficientes do organismo, os quais envolvem o controle enddcrino por parte da insulina e
do glucagon sobre o glicogénio e dos glicocorticoides sobre a gliconeogénese. A dieta
também tem pouco efeito sobre a glicemia, em funcdo desses mecanismos
homeostaticos, exceto em animais com severa desnutricdo. Isso explica a manutengao
de niveis semelhantes de glicose nos diferentes tratamentos avaliados neste estudo. Os
valores de glicose ao redor de 70 mg/dL obtidos no presente estudo se encontram
dentro dos limites considerados normais para ruminantes, e estdo bem proximos dos
valores encontrados por Gandra (2012) em vacas no pré-parto, € Venturelli (2011) em
vacas no final de lactacdo, ambos os autores também utilizaram fontes de acidos
graxos insaturados na dieta dos animais.

De acordo com Costa (2008) a influéncia lipidica sobre os niveis de glicose no
sangue parece pouco provavel, devido ao eficiente controle homeostatico que os
ruminantes possuem a fim de manter suprimento adequado de glicose para os tecidos
chave que sé utilizam glicose como fonte de energia, como a glandula mamaria e o
cérebro.

Abdullah et al. (2000), alimentando vacas leiteiras com alta forragem (até 75%) e
suplemento de gordura, também nado encontrou diferenca significativa nas
concentragdes de glicose no sangue para as vacas em diferentes dietas experimentais
e controle.

No entanto, Avila et al. (2000) obtiveram uma tendéncia decrescente para glicose
sanguinea a medida que o grau de insaturacao dos suplementos aumentavam, mas de
maneira geral, as concentragées de glicose proporcionadas por dietas com ou sem
suplementacao lipidica foram iguais. Avila et al. (2000) também encontraram maiores
teores de triacilglicerideos (TAG) em animais consumindo dietas com adicdo de
suplementos lipidicos.
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Tabela 10 - Metabdlitos sanguineos de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentais' 2 Valor de P
ftem c os as _sc__ "™ 751 c2 c3

mg/dl

Glicose 71,63 68,63 67,38 67,00 3,28 0,105 0,861 0,574

Colesterol 116,68 143,46 134,94 160,96 16,36 0,001 0,054 0,090

C-HDL® 72,38 83,02 82,95 96,68 7,22 0,020 0,284 0,074

Ureia 34,00 31,75 29,63 27,88 2,81 0,202 0,957 0,339
g/l

Proteinas totais 25,55 26,54 24,09 27,98 3,64 0,727 0,123 0,530

Albumina 3,25 3,27 3,07 3,17 0,11 0,322 0,085 0,355
uU/L

AST* 35,25 34,13 41,13 36,50 2,99 0,553 0,114 0,565

GGT? 18,72 21,21 18,43 18,03 3,07 0,706 0,406 0,063

'Controle (C); 6leo de soja (OS); grao de soja (GS); sais de calcio de acidos graxos (SC), (Megalac-E®). C1= controle versos fontes
g% Sc;:c;térg e(c;lc()ajc;l 32;81:1,8 agi;égedfaﬁ:?éé2%?%%2;2?35 r?]eédéilgdos graxos); C2= 6leo de soja versos sais de célcio e grao de soja;
3Colesterol — lipoproteina de alta densidade (HDL); “AST: aspartato aminotransferase; *GGT: gama glutamil transferase.

De acordo com Bremmer et al. (1998), a concentracdo de colesterol foi
aumentada pela adicdao de gordura na dieta, mas ndao aumentou significativamente
quando a quantidade de gordura aumentou. O colesterol no plasma de vacas leiteiras
normalmente € aumentado pela gordura dietética suplementar (JENKINS; JENNY,
1989; PALMQUIST; CONRAD, 1980) devido a uma maior demanda de colesterol em
processos de digestao de lipidios, absorcao e transporte.

Barletta (2010) e Naves (2010) observaram um aumento no colesterol total e
colesterol HDL nos parametros sanguineos dos animais. Venturelli (2011) observou
efeito linear crescente para as concentragdes de colesterol total e colesterol HDL com o
aumento da inclusao de gordura, porém nao encontrou diferenga para as concentracoes
no soro de glicose, ureia, proteinas totais, albumina e GGT.

Freitas Junior et al, (2010) avaliaram as concentracdes de colesterol total e HDL,
glicose, ureia e nitrogénio uréico no soro e enzimas hepaticas (AST, GGT), de vacas
em lactacdo alimentadas com 50% de silagem de milho e 6leo de soja, grao de soja e
sais de calcio, e encontraram valores semelhantes ao presente estudo. As
concentragdes de albumina, AST, GGT, colesterol HDL, colesterol total e ureia foram
maiores para os animais submetidos a dietas contendo fontes de gordura quando
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comparadas a dieta controle. Entretanto a inexisténcia de variagdes das enzimas
hepaticas AST e GGT indica os animais suplementados ndo sofreram alteragdes
consideraveis no tecido hepatico durante o metabolismo de gordura, o que ocorreu de
forma similar no presente estudo.

Bu et al. (2007) ao estudarem o efeito de 6leos ricos em &cido linoleico (6leo de
soja), acido linolénico (6leo de semente de linhaga) ou uma combinacéo dos dois 6leos
encontraram concentracoes de colesterol, fosfolipidios, colesterol de lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e AGNE no sangue aumentadas em relacdo a dieta controle. No
periodo pré-parto foi observado por Gandra (2012) efeito de dieta na concentragdo de
glicose, colesterol total e triglicerideos, onde os animais que consumiram dietas
suplementadas com fontes de acidos graxos (SL, GS ou SC) apresentaram em média,
mais 15,05 mg/dL de trigligerideos em relacao aos que consumiram a dieta controle.

Também foi observado por Gandra (2012) efeito para a concentracdo de
colesterol no pré-parto, com maior concentragcdo em vacas que consumiram GS, sendo
137,9 mg/dL ou 25,24% maior em relacao as que consumiram SC. Este resultado foi
explicado pelo autor pela possivel relacdo com a extensao da bio-hidrogenacao ruminal
do grao de soja cru integral e dos sais de calcio para vacas secas e com a quantidade
de acidos graxos w6 e w3 que foram absorvidos em nivel de intestino delgado.
Entretanto, apesar da concentracdo de colesterol no tratamento GS (134,94 mg/dL)
neste estudo ser bem préxima da encontrada por Gandra (2012), ndo foram observadas
diferengcas com o tratamento SC, sendo que o mesmo apresentou até valor numérico
maior (160,96 mg/dL), mas sem efeito.

Drackley et al. (1992) e Elliott et al. (1993) avaliaram a suplementacado de
gordura em vacas Holandesas e ndo observaram mudangas nas concentragdes de
ureia no sangue dos animais. De acordo com Schauff et al. (1992), mudancas nas
concentragdes de ureia e nitrogénio plasméatico poderiam ser atribuidas as baixas
concentragdes de nitrogénio amoniacal no rimen.

De acordo com CHRISTENSEN et al. (1994) o metabolismo ruminal, absorcéao
intestinal, transporte sistémico, metabolismo sistémico, secrecdo e deposicdo de
gordura no organismo sao aspectos diretamente ligados ao metabolismo de lipidios e
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podem influenciar os parédmetros sanguineos em animais recebendo gordura nas

racoes.

4.7 Cinética ruminal

Os valores de conteudos ruminais, pools e fluxos de nutrientes, assim como a
taxa de passagem e o “turnover” ruminal de liquidos estao representados na Tabela 11.
A adicdo de AG nao alterou o conteudo ruminal de MN em kg e o volume de conteudo
ruminal em litros. A porcentagem de MS do conteudo ruminal foi menor (P<0,05) no
tratamento controle em relagcdo aos demais. Houve efeito no tamanho de “pool“ para as
dietas, sendo que maiores “pools” de MS (8,47 kg vs 8,91 kg) e MO (7,83 kg vs 8,29 kd)
foram observados (P<0,05) para as dietas com adicao de lipidios, o que pode ser
explicado por uma maior retencdo da digesta nesses tratamentos. Com isso também
era esperado uma reducao no consumo de MS, porém isso nao foi observado. Por se
tratar de um estudo com vacas secas e que ndo estavam em um desafio metabdlico
grande e que ndao consumiam o maximo da sua capacidade potencial, como geralmente
ocorre com vacas em lactacao, provavelmente os animais conseguiram atender as suas
exigéncias sem ter a necessidade de regular o consumo. Também houve diferenca no
“pool” de FDN em que a dieta com OS teve maior valor quando comparada as com GS
e SC. Essa diferenca pode ser devido ao menor valor da taxa de digestao ruminal da
FDN nesse tratamento (2,82%/h) quando comparado aos tratamentos SC e GS, em que
a FDN foi menos degradada no rimen e por isso apresentou-se em maior quantidade.

Freitas Jr. (2012), avaliando os mesmos tratamentos, mas com vacas no terco
médio de lactagao, ndo encontrou efeito das dietas experimentais sobre o contetdo
ruminal em quilos, volume ruminal, conteldo de matéria seca, pool ruminal de matéria
seca, taxa de passagem de liquido, volume de liquido ruminal, e taxa de renovacao
ruminal. A quantidade de liquido estimado pelo indicador polietilenoglicol (PEG) relatada
pelo autor foi de 61,68 litros, enquanto o valor médio encontrado para vacas secas no
presente estudo foi de 38,32 litros. Essas diferengcas podem ser entendidas como
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caracteristicas dos animais em funcao dos diferentes fases da lactacdo, em que o
padrao de consumo é totalmente diferente.

Os fluxos totais de MS e FDN (Tabela 11) foram maiores (P<0,05) para a dieta
com SC quando comparada a que continha GS. O fluxo de FDNi foi semelhante entre
tratamentos. Da mesma forma, ndo foram observados efeitos no volume de liquido
ruminal em L, na taxa de passagem de liquidos em %/h ou L/h, e no “turnover” ruminal
de liquidos em vezes/24h. A taxa de turnover ruminal desempenha um papel importante
na nutricdo de ruminantes. De acordo com Bull et al. (1979), o aumento do turnover
ruminal de liquido pode alterar a fermenta¢do ruminal com aumento de acetato, butirato
e metano e diminuigdo de propionato. Também resulta em uma maior velocidade de
passagem de pequenas particulas de alimentos. O efeito sobre a digestdo total
depende da composicao da alimentacao e forma fisica. O turnover ruminal de liquido é
também é aumentado pelo maior nivel de consumo, adicao de fibra grossa nas racgoes,
e por agentes osmoticamente ativos. A falta de diferenca das taxas de passagem e

turnover de liquidos podem ser atribuidas a ndo alteracdo no consumo entre dietas.

Tabela 11 - Efeitos da suplementacéao dietética de acidos graxos na dindmica ruminal

Tratamentos1 Valor de P
ftem C os Gs _sc M2 /4, cC2  c3

Conteudo ruminal de MN, kg 7190 73,74 74,34 69,85 2,05 0,725 0.465 0,095
Volume do contetdo ruminal, L 77,03 77,06 81,44 75,88 2,45 0,693 0,588 0,112
Conteudo ruminal, % MS 11,78 12,22 12,07 12,38 0,19 0,024 0,985 0,179
Pool ruminal, kg

MS 8,47 9,01 8,98 8,73 0,32 0,038 0,455 0,320
MO 7,83 8,43 8,29 8,14 0,30 0,040 0,331 0,556
FDN 6,67 7,09 6,86 6,61 0,22 0,213 0,028 0,158
FDNi 3,82 4,00 3,96 3,95 0,14 0,251 0,758 0,925
Fluxo total, kg/d

MS 5,90 5,70 5,16 6,05 0,23 0,446 0,799 0,046
FDN 3,07 2,96 2,73 3,13 0,12 0,409 0,861 0,053
FDNi 1,77 1,70 1,71 1,77 0,05 0,475 0,520 0,484
Volume do liquido ruminal, L 38,57 37,18 40,00 37,54 1,26 0,872 0,473 0,330
Taxa de passagem, % /h 8,23 8,34 8,38 8,51 0,15 0,390 0,630 0,623
Taxa de passagem, L/h 3,13 3,07 3,27 3,14 0,05 0,772 0,220 0,351
Turnover ruminal, vezes/24 h 1,97 2,00 2,01 2,04 0,03 0,411 0,645 0,609

'Controle (C); 6leo de soja (OS); grio de soja (GS); sais de calcio de acidos graxos (SC), (Megalac-E®). C1= controle versus fontes
de gordura (6leo de soja, grao de soja e sais de célcio de acidos graxos); C2= 6leo de soja versus sais de calcio e grao de soja;
C3= grao de soja versus sais de calcio.? Erro padrao da média.
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As taxas de digestao ruminal, de turnover e passagem ruminal de sélidos podem
ser observados na Tabela 12. As taxas de digestdo ruminal da MS, FDN e FDNpd do
tratamento controle foram semelhantes aqueles com suplementagdo de gordura.
Entretanto, foram observados efeitos no contraste 2, em que a dieta com OS teve
menores taxas de digestdo ruminal para MS, FDN e FDNpd quando foram comparadas
com os tratamentos GS e SC, provavelmente pelos maiores efeitos nesses parametros
quando o acido graxo é fornecido de forma livre, sem nenhum tipo de protecdo. Esse
resultado também corrobora com a relagao C2:C3 menor obtida com o 6leo de soja, em
que ha uma maior proporcdo de propionato em relagdo ao acetato, o que pode
influenciar negativamente a populacao de bactérias fibroliticas na digesta, acarretando
em diminui¢do da digestibilidade ruminal da fibra, e consequentemente, da MS.

Freitas Jr. (2012) ndo encontrou efeito nas taxas de digestdao da MS e da FDN.
No entanto, esse autor observou que os animais alimentados com a dieta contendo
grao de soja apresentaram menor taxa de digestao e maior taxa de renovagao ruminal
da FDNpd quando comparada a digestdo dos animais alimentados com a dieta
contendo SC. Esse efeito ndo foi observado no presente estudo.

Ja as taxas de turnover ruminal da MS e MO tiveram diferencas nos contrastes 1
e 3 (Tabela 12). A dieta controle teve maiores valores (P<0,05) de turnover ruminal da
MS e MO (5,94 e 6,05 %/h, respectivamente) que as médias das dietas OS, GS e SC
(5,49 e 5,51; 5,43 e 5,53; 5,89 e 5,93 %/h, respectivamente), como a taxa de turnover
ruminal é determinada pela razdo entre consumo e o pool ruminal do respectivo
nutriente avaliado, o menor pool de MS e MO para o tratamento controle foi
determinante para influenciar o resultado de maior turnover ruminal de MS e MO obtido
no mesmo. Além disso, a dieta com sais de calcio teve maiores valores desses
parametros que a dieta com GS. O aumento da taxa de turnover ruminal pode estar
ligado ao menor tamanho de particula da dieta, j& que no tratamento GS, os graos
foram fornecidos inteiros para os animais. Nao houve diferenga nas taxas de turnover
de FDNi. As taxas de turnover da FDN e FDNpd foram menores para a dieta com OS
do que para as dietas GS e SC, fato que pode ser explicado pelo maior pool de FDN e
FDNpd encontrado no OS.
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Tabela 12 — Concentragédo de nutrientes na cinética de digestao ruminal

Dietas experimentais’ s Valor de P
ftem c  os & sc oM T 2 s
Taxa de digestao (%/h)
ms® 3,02 2,82 3,05 2,98 0,10 0,561 0,009 0,592
FDN* 1,60 1,44 1,77 1,60 0,06 0,937 0,012 0,111
FDNpd® 374 334 422 39 0,16 0,688 0,009 0,389
Taxa de turnover ruminal (%/h)
MS 5,94 5,49 5,43 5,89 0,12 0,027 0,268 0,015
MO 6,05 5,51 5,53 5,93 0,12 0,006 0,113 0,018
FDN 3,53 3,20 3,43 3,56 0,07 0,197 0,014 0,286
FDN{® 1,97 1,79 1,84 1,90 0,05 0,086 0,309 0,464
FDNpd 5,64 5,06 5,64 6,05 0,12 0,793 0,003 0,133
Taxa de passagem (%/h)
MS 2,93 2,68 2,38 2,91 0,08 0,079 0,842 0,009
FDN 1,94 1,76 1,65 1,96 0,05 0,080 0,591 0,005
FDNpd 1,90 1,72 1,42 2,09 0,11 0,276 0,825 0,001
FDNi 1,97 1,79 1,84 1,90 0,05 0,086 0,309 0,464
Massa de digesta ruminal (kg)
Matéria natural 71,90 73,74 74,34 69,85 2,05 0,725 0,465 0,095
MS 8,47 9,01 8,98 8,73 0,32 0,038 0,455 0,320
FDN 6,67 7,09 6,86 6,61 0,22 0,213 0,028 0,158
FDNpd 2,85 3,09 2,90 2,66 0,10 0,741 0,003 0,035
FDNi 3,82 4,00 3,96 3,95 0,14 0,251 0,758 0,925

'Controle (C); 6leo de soja (OS); grao de soja (GS); sais de calcio de acidos graxos (SC), (Megalac-E®). C1= controle versus fontes
de gordura (6leo de soja, grdo de soja e sais de calcio de acidos graxos); C2= 6leo de soja versus sais de calcio e grdo de soja;
C3= gréo de soja versus sais de calcio. 2 Erro padrao da média; ® matéria seca; “fibra em detergente neutro; °® fibra em detergente
neutro potencialmente digestivel; *fibora em detergente neutro indigestivel.

Freitas Jr. (2012) ndo encontrou efeito das dietas experimentais sobre as taxas
de renovacao ruminal da matéria seca, matéria organica, FDN e FDNi. Harvatine e Allen
(2006) nao encontraram diferengas no turnover ruminal da MS, MO, FDN e FDNpd e
amido quando usaram diferentes fontes e graus de saturagcdo de AG. Entretando, o
turnover ruminal de AG foi aumentado pela adicdo de gordura, mas diferengas nas
taxas de passagem e digestdo de AG totais nao foram detectadas.

Nos parametros de taxa de passagem de nutrientes houve diferencas no
contraste 3 (Tabela 12). A dieta com GS teve menores taxas de passagem da MS, FDN
e FDNpd em relacdo a dieta com SC (2,38; 1,65; 1,42 vs 2,91; 1,96; 2,09 %/h,
respectivamente). Esses valores estdo de acordo com as diferencas nesse mesmo

contraste para fluxo da FDN, uma vez que a taxa de passagem é obtida pela razdo do
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fluxo do nutriente com o pool do mesmo. A taxa de passagem da FDNi nao foi diferente
entre tratamentos. A taxa de passagem média de matéria seca deste experimento foi de
2,73 %/h. A menor taxa de passagem pode ser atribuida ao maior tamanho de particula
inicial dos alimentos, uma vez que a redugéo de particulas grandes é um requisito para
o alimento fluir a partir do reticulo-rumen (WELCH; SMITH, 1978), e com isso hd uma
maior retencdo ruminal desse material, e também um maior tempo de acédo das
bactérias na degradacdo dos nutrientes, aumentando-se, consequentemente, a
digestibilidade ruminal. Contudo, um aumento da taxa de passagem de particulas do
rumen pode aumentar a digestdo e absor¢do de nutrientes no intestino delgado e,
assim compensar ou até aumentar a eficiéncia do desempenho do animal
(WAYBRIGHT; VARGA, 1991).

Bettero et al. (2013), avaliando tratamentos semelhantes para vacas primiparas
em lactacao nao verificaram diferengas entre dietas no tocante a passagem ruminal da
fibra na fragdo volumosa nem na fragdo concentrada, efeito diferente do observado no
presente estudo. Caroco de algodao, soja crua moida, 6leo de soja e sais de calcio de
acidos graxos compunham os tratamentos. Observou-se estimativa média global para
as taxas de passagem de 3,8%/h e 5,5%/h para volumoso e concentrado,
respectivamente e a dietas era composta por 55 % de silagem de milho.

Freitas Jr. (2012) ndo observou diferencas nas dietas experimentais sobre a taxa
de passagem da matéria seca, FDN, FDNi e FDNpd.

Ja Carvalho (2012) observou que os sais de célcio retardaram o fluxo ruminal de
particulas em relacdo ao tratamento sem inclusdo de lipidios e como consequéncia
elevou o tempo médio de retengdo no rimen-reticulo e no trato digestivo total.

A taxa de passagem do alimento no rumen é uma varidvel de grande
importancia, pois determina o fluxo da digesta pelo trato digestivo. Com a redug¢ao no
tamanho de particula do alimento aumenta-se o consumo de matéria seca, reduz a
digestibilidade, e resulta em um tempo menor de retencdo de sélidos. As ragdes que
tém menor tamanho de particula inicial entrardo no rimen com um tamanho ainda
menor depois da mastigacao e degluticao inicial, e entdo saem do rimen com uma taxa
mais rapida. O resultado € um aumento na taxa de remocao do conteudo ruminal que
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permite um aumento no consumo de matéria seca, mas devido a taxa de passagem ser
mais rapida ocorre também uma redugdo no tempo disponivel para 0s micro-
organismos degradarem os alimentos. Por outro lado, a baixa taxa de passagem pode
reduzir a eficiéncia de fermentacdo ao aumentar os gastos com manutencdo das
bactérias e a reciclagem microbiana no rumen, o que disponibiliza menor quantidade de
nitrogénio e energia para o crescimento microbiano (WALDO, 1986).

Os menores valores encontrados de taxa de passagem de nutrientes para o
tratamento GS em relacdo ao SC podem ser explicados pelo maior tamanho de
particula que a dieta apresentou, pois os graos foram fornecidos na forma integral para
os animais. Um valor numérico mais baixo em relacdo aos demais tratamentos para
taxa de passagem da MS, FDN e FDNpd também foi observado. Em um estudo com
cabras fistuladas no riamen e utilizando o feno de tifton como volumoso, Silva et al.
(2007) avaliaram fontes lipidicas e verificaram que a suplementacdo com grao de soja
promoveu reducao da taxa de passagem de solidos quando comparado ao 6leo de soja,
sais de calcio e dieta controle similar ao presente estudo, e atribuiram o resultado ao
teor de fibra contido na casca do grdao. O tratamento com grdo de soja também
apresentou maior tempo de retencao no rumen. O alto conteudo de hemicelulose e as
caracteristicas estruturais da parede celular de sementes oleaginosas, em que a
epiderme apresenta células emparelhadas (GRENET; BARRY, 1987; ESCALONA et al.,
1999), contribuem para esse aumento no tempo de permanéncia. Por isso, sugere-se
que as caracteristicas peculiares de sementes oleaginosas sejam levadas em
consideragdo quando as mesmas sao utilizadas na sua forma integral.

A digestdao e a passagem atuam de forma simultdnea e competitiva para a
remogao da digesta no riumen, sendo necessario, entdo, estudar os efeitos combinados
da digestdo e da taxa de passagem para maximizar o consumo de nutrientes
digestiveis. Deste modo, compreender como o volume do rumen, a taxa de digestdo e
de passagem da digesta respondem a alteragdes no nivel de ingestao de alimentos é
fundamental para conhecer o mecanismo pelo qual ocorre a degradabilidade ruminal e
digestibilidade dos nutrientes (KOVACS et al., 1998). A digestibilidade é uma fungéo
complexa de digestdo e passagem do rumen. Digestdo e passagem sao processos
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dindmicos e a cinética da digestdo e passagem variam de acordo com as propriedades
fisico-quimicas de forragem para a alimentagdo animal, interagbes e efeitos
associativos, e nivel de consumo de racdo e estado fisiologico da vaca (GRANT;
COTANCH, 2012).

As digestibilidades ruminais e totais da FDN e FDNpd sdo apresentadas na
Tabela 13.

Tabela 13 — Concentragoes de FDN e cinética de digestdo ruminal

Dietas experimentais’ 2 Valor de P

ftem C o0s Gs sc M 2 cs
FDN
Consumo, kg/dia 5569 539 556 560 0,14 0,709 0,363 0,877
Digestibilidade ruminal

Kg/dia 252 244 283 248 0,08 0,588 0,090 0,002

% 45,05 4537 51,38 4450 1,37 0,270 0,192 0,006
Passagem para o0 abomaso

Kg/dia 3,07 296 2,73 3,13 0,12 0,409 0,861 0,053
Digestibilidade no trato total

Kg/dia 3,08 288 3,17 3,10 0,07 0,819 0,042 0,607

% consumo 61,87 57,65 59,14 58,01 0,95 0,006 0,291 0,802
FDNpd

Consumo kg/dia 382 370 385 383 0,10 0,843 0,307 0,919
Digestibilidade ruminal

Kg/dia 252 244 283 248 0,08 0,588 0,090 0,020

% 65,99 66,19 7429 65,04 196 0,322 0,201 0,007
Passagem para o abomaso

Kg/dia 1,30 1,26 1,02 136 0,09 0,435 0,542 0,021
Digestibilidade no trato total

Kg/dia 3,08 288 3,17 3,10 0,07 0,819 0,042 0,607

% consumo 81,37 78,41 8296 8151 1,36 0,755 0,011 0,366

'Controle (C); 6leo de soja (OS); grio de soja (GS); sais de calcio de acidos graxos (SC), (Megalac-E®). C1= controle versus fontes
de gordura (6leo de soja, grdo de soja e sais de célcio de acidos graxos); C2= 6leo de soja versus sais de calcio e grao de soja;
C3= grao de soja versus sais de calcio.? Erro padrao da média.

Houve efeito significativo no contraste 3 para a digestibilidade ruminal da FDN
em kg/dia e em porcentagem, em que os valores da dieta GS (2,83 kg/dia e 51,38%,
respectivamente) foram maiores quando comparados a dieta com sais de célcio (2,48

kg/dia e 44,50%, respectivamente) esse efeito corrobora com os menores valores de
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taxa de passagem da FDN na dieta GS, devido ao possivel maior tempo de retencéo da
dieta e, consequentemente maior tempo de exposicdo a microbiota ruminal. A
passagem de FDN em kg/dia para o abomaso tendeu (P=0,053) ser menor também no
tratamento GS, esse comportamento j&4 esperado, pois se um dado nutriente da dieta é
mais digerido no rumen, logicamente ira chegar menor quantidade do mesmo no
abomaso. Apesar da auséncia de efeito no contraste 1 para digestibilidade ruminal de
FDN, esse efeito ndo se manteve quanto a digestibilidade total, o que pode ser
explicado por uma maior compensacao da digestibilidade pds-ruminal no tratamento
controle em relagdo aos tratamentos com adicdo lipidica. Esse mesmo efeito pode ter
acontecido de forma similar para o tratamento com sais de célcio, pois a digestibilidade
total da FDN também n&o foi diferente quando comparado ao tratamento com GS. Os
lipidios tem maior efeito de defaunagao no ceco por ser um compartimento menor o que
leva a uma menor fermentacdo e consequentemente uma alteracao na digestibilidade
da FDN no trato total. No presente experimento, em que dietas ricas em forragem foram
fornecidas aos animais, cerca de 15 a 20 % da digestibilidade da FDN pode ter sido
pds-ruminal.

Ikwuegbu e Sutton (1982) mostraram a digestao "compensatéria" da MO e da
fibra no intestino quando a digestibilidade ruminal foi diminuida pela suplementagéo
com Oleo de linhaga em ovinos. Faichney et al. (2002) também mostraram que a
digestdo no intestino grosso foi parcialmente compensada pelo efeito negativo de
lipidios insaturados na digestao ruminal.

O consumo de FDNpd (Tabela 13) nao foi diferente entre tratamentos (P>0,05).
Ja as digestibilidades da FDNpd em kg/d e porcentagem tiveram comportamento similar
ao apresentado pela FDN, com diferenca no contraste 3, ou seja, o GS teve maiores
valores de digestibilidade da FDNpd (2,83 kg/d e 74,29%) em relacado ao SC (2,48 kg/d
e 65,04%) . Como consequéncia, a passagem de FDNpd em kg/dia para o abomaso
apresentou menores valores no tratamento GS.

Freitas Jr. verificou que o consumo de FDNpd kg/dia foi maior para as vacas
submetidas a dieta com sais de calcio em relacdo a dieta com grao de soja, 0 que nao
foi observado no presente estudo. No entanto os animais submetidos as dietas com
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fontes de gordura apresentaram maior digestibilidade ruminal da fracdo FDNpd
(P<0,041) em relacdo a dieta controle, esse efeito também nao foi observado neste

estudo.

4.8 Bio-hidrogenacao ruminal e fluxo abomasal de acidos graxos

O consumo de &cidos graxos, fluxo abomasal, composi¢ao de acidos graxos no
abomaso e bio-hidrogenagdo ruminal de acordo com as dietas experimentais estdo
expressos na Tabela 14. Os ingredientes e as sobras foram analisados quanto a
concentracdo de acidos graxos com numero entre 4 a 24 de carbonos para avaliar o
consumo de acidos graxos.

Houve efeito no consumo total de &cidos graxos e também nos consumos de
C16:0, C18:0, C18:1 cis, C18:2 e C18:3 quando comparou-se os tratamentos com
suplementacao lipidica em relagao ao controle, uma vez que os teores de extrato etéreo
foram maiores nessas dietas. Também houve efeito no C3, onde a dieta SC teve um
maior consumo de acidos graxos totais e de todos os &acidos graxos avaliados
individualmente quando comparado a dieta GS. Isso ocorreu devido ao consumo de
104,31 g a mais de acidos graxos no tratamento SC, em consequéncia de um menor
teor de acidos graxos que o esperado no grao de soja utilizado, uma vez que as dietas
com suplementacao estavam balanceadas para extrato etéreo.

Em consequéncia do maior consumo de &cidos graxos na dietas suplementadas
com lipidios, observaram-se maiores fluxos abomasais de &cidos graxos totais e
também dos acidos graxos saturados mensurados como o C16:0 e o C18:0, além do
18:1 trans, resultados também obtidos por Freitas Jr. (2012) e Barletta (2015), ao
avaliarem tratamentos similares em vacas no terco médio e final de lactacéo,
respectivamente. O maior valor de 18:1 trans e de &cidos graxos saturados das dietas
com suplementacdo lipidica no presente estudo pode ser explicado por serem
intermediarios e produtos finais do processo de bio-hidrogenacdo. Com a
suplementacao de acidos graxos insaturados, apesar da reducédo da extensao da bio-
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hidrogenacao, ha um aumento do fluxo pés-ruminal destes compostos (BEAM et al.,
2000).

Tabela 14 — Consumo, fluxo abomasal, composicao de acidos graxos no abomaso e bio-hidrogenacéo
ruminal de vacas leiteiras alimentadas com dietas contendo diferentes fontes lipidicas

Dietas experimentais’ EPM? Valor de P
C 0OS GS SC C1 C2 C3
Consumo g/dia
Total AG 289,39 554,00 492,99 597,30 25,16 <0,001 0,667 0,001
16:0 32,24 63,10 60,49 67,08 292 <0,001 0,771 0,024
18:0 8,97 17,01 15,87 18,40 0,78 <0,001 0,840 0,003
18:1 cis 64,53 122,05 106,39 132,06 5,50 <0,001 0,534 <0,001
18:2 142,67 273,12 24590 29490 12,40 <0,001 0,761 <0,001
18:3 16,41 30,52 2845 34,17 1,42 <0,001 0,508 <0,001
Fluxo abomasal g/dia
Total AG 302,39 536,48 471,87 601,61 31,01 <0,001 0,996 0,028
16:0 55,50 75,57 67,50 105,54 5,10 0,001 0,162 <0,001
18:0 208,01 403,83 359,40 418,55 22,28 <0,001 0,663 0,143
18:1 trans 7,86 26,91 3,97 3493 289 0,002 0,078 <0,001
18:1 cis 9,05 8,72 16,86 11,76 193 0,411 0,208 0,316
18:2 4,47 4,40 10,19 7,88 1,16 0,196 0,068 0,414
18:3 0,17 0,23 0,27 0,52 0,05 0,090 0,113 0,050
Composicao abomasal 0/100g de AG
16:0 18,72 14,10 14,28 17,54 0,42 <0,001 0,003 <0,001
18:0 68,66 7552 76,76 69,74 0,77 <0,001 0,037 <0,001
18:1 trans 2,63 4,79 0,91 5,68 0,39 0,011 0,003 <0,001
18:1 cis 3,03 1,60 3,09 1,97 0,27 0,153 0,125 0,112
18:2 1,50 0,80 1,90 1,29 0,16 0,610 0,030 0,139
18:3 0,06 0,04 0,06 0,08 0,01 0,983 0,175 0,352
Taxa de Bio-hidrogenacéo % % consumido
18:1cis 85,89 93,01 8587 91,17 1,38 0,166 0,155 0,147
18:2 96,83 98,43 96,31 97,39 0,34 0,445 0,048 0,228
18:3 98,94 99,27 99,08 9859 0,18 0,914 0,287 0,294

'Controle (C); 6leo de soja (OS); grao de soja (GS); sais de calcio de acidos graxos (SC) (Megalac-E®), C1= controle vs fontes lipidicas (6leo
de soja, grao de soja e sais de calcio de acidos graxos); C2= 6leo de soja vs sais de calcio e grio de soja; C3= grio de soja vs sais de calcio, 2
Erro padrao da média.

Para o fluxo abomasal de acidos graxos insaturados, ndo foram observadas
diferencas para os fluxos de C18:1 e C18:3 quando comparou-se a dieta OS com as
dietas GS+SC. Estes resultados contradizem o efeito esperado de que o fluxo de acidos
graxos fosse maior nas fontes lipidicas protegidas, uma vez que a taxa de exposicao

dos acidos graxos aos micro-organismos seria menor nestas dietas (NRC, 2001), e
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podem estar associados aos elevados teores de forragem nas dietas, o que aumenta a
extencado de bio-hidrogenagdo (BATEMAN; JENKINS, 1998). Keele, Roffler e Beyers
(1989) nao encontraram diferencas nos fluxos duodenais de 18:2 e 18:3 ao fornecer
sementes de oleaginosas (caro¢o de algodédo e grdo de soja extrusada) para vacas
nao-lactantes, mas as médias dos fluxos duodenais de C16:0, C18:0 e C18:1 foram
maiores para as dietas contendo sementes de oleaginosas do que para o controle, e
concluiram que a maioria do C18:2 e C18:3 provenientes de sementes oleaginosas
foram biohidrogenados a formas mais saturadas.

De acordo com Glasser et al. (2008), a alta propor¢ao de volumoso na dieta tem
um efeito negativo sobre os fluxos duodenais de C18:1, 18:2 e 18:3. Este efeito tem
sido observado por varios autores, e poderia decorrer de varios fenébmenos conhecidos
por influenciar a bio-hidrogenacao, incluindo pH ruminal, teor de amido das dietas e
mudancas nas populacdes bacterianas. A fibra dietética aumenta a lipélise e a bio-
hidrogenacao (GERSON; JOHN; KING, 1985), o que pode ser explicado por uma maior
populacao de bactérias celuloliticas, consideradas mais importantes no processo de
bio-hidrogenacdo e também por um maior tamanho e conteddo de particulas de
alimento, que sao os locais preferidos para bio-hidrogenacdo (HARFOOT;
HAZLEWOOQOD, 1997).

Porém, para o fluxo de C18:2 houve tendéncia de aumento (P=0,068) para o
fluxo deste acido graxo nas dietas suplementadas com fontes lipidicas protegidas em
relagéo a dieta OS, com um consequente aumento de 51,4% no fluxo abomasal desse
acido graxo. Além disso, a concentracdo de 18:2 também foi maior (P<0,05) nas dietas
contendo fontes protegidas de lipidios. Esses resultados podem indicar que o uso de
lipidios protegidos inibe a maior agdo dos micro-organismos em hidrogenar o acido
linoleico, no intuito de diminuir seu efeito negativo para os mesmos. Com isso, a
quantidade desse acido graxo especifico que chega ao intestino tende a ser maior e 0s
efeitos benéficos atribuidos ao mesmo na saude animal, como melhorias no
desempenho reprodutivo e sistema imunoldgico, podem ser maximizados. Hess, Moss
e Rule (2008), em uma extensa revisdo, concluiram que em todos os experimentos

utilizando-se 6leo vegetal, onde foi determinado o fluxo de acidos graxos para o
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duodeno em animais alimentados com dietas ricas em forragem, a bio-hidrogenagéo
completa da gordura na dieta resultou num aumento substancial no fluxo duodenal de
C18:0. Devido a bio-hidrogenacdo incompleta, no entanto, os autores também
observaram um aumento em acidos graxos insaturados que fluem para o duodeno em
animais que receberam gordura suplementar.

Ao analisar o contraste 3 (GS vs SC), foram observadas diferengas (P<0,05) nos
fluxos de acidos graxos totais, C 16:0, C18:1 trans e C18:3, com maiores fluxos quando
os sais de calcio foram adicionados. Esse dado pode ser um reflexo do consumo mais
acentuado desses acidos graxos no respectivo tratamento. O valor de C18:1 trans,
menor no tratamento GS em relacédo a dieta com SC, também pode ser um reflexo de
uma maior protecdo dos acidos graxos C18:2 quando adiciona-se sementes de
oleaginosas na dieta, pois o0 C18:1 trans é um isémero da bio-hidrogenagao e aparece
em maior quantidade quanto maior a extensdao da bio-hidrogenacdo. Esse fator
corrobora com os dados obtidos de digestibilidade ruminal, em que o tratamento com
grao de soja obteve o maior valor de digestibilidade ruminal da FDN quando comparado
ao SC (51,38% vs 44,50%, respectivamente), devido a menor interferéncia dessa fonte
lipidica na agéo dos micro-organismos do rimen.

No que diz respeito a composicdo abomasal de &cidos graxos nao houve
diferenca nas concentragées de C18:1 cis e C18:3 entre as dietas experimentais. O
tratamento controle teve maiores concentracbes de C16:0 e C18:0 e menor
concentracao de C18:1 trans quando compara-se com as dietas em que houve
suplementacéo lipidica, o que ja era esperado, visto que esses resultados refletem a
menor concentracdo de acidos graxos insaturados nesse tratamento e também a menor
escala do processo de bio-hidrogenacao, e que ha menor produgédo do C18:1 tfrans a
partir do C18:2.

Também houve efeito em C2, em que o0s animais submetidos a dieta OS
apresentaram concentragdes inferiores dos acidos graxos C16:0 e C18:2 (P<0,05) na
digesta abomasal, quando comparados com os animais das dietas SC+GS. Ja os
menores valores observados em C18:0 e C18:1 frans estdo muito mais relacionados

aos valores baixos apresentados na composi¢cao dos tratamentos sais de célcio e grao
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de soja, respectivamente. Maiores concentracdes de C18:2 observadas nas digestas de
animais recebendo fontes lipidicas protegidas indicam que houve uma inibicao real da
bio-hodrogenagéo dos micro-organismos ruminais.

Animais que receberam grdo de soja na dieta apresentaram maiores
concentracoes de C18:0 e menores concentracbes de C16:0 e C18:1 trans quando
comparados com aqueles que receberam sais de calcio na dieta. Esses valores
sustentam os resultados de menor fluxo abomasal de C16:0 e C18:1 trans também
observados no tratamento gréo de soja e descritos anteriormente.

As taxas de bio-hidrogenacao dos acidos graxos C18:1 cis e C18:3 nao foram
diferentes entre as dietas (P>0,05), independentemente do tratamento avaliado, e na
média geral 98,97 % e 88,99 % desses acidos graxos, respectivamente, foram bio-
hidrogenados no rumen. Ja em relacao a taxa de bio-hidrogenacédo do C18:2, houve
efeito no C2. A taxa de bio-hidrogenagao na dieta com éleo de soja foi maior (P<0,05)
guando comparada as fontes protegidas (GS+SC), demonstrando que quando utilizam-
se acidos graxos insaturados com algum tipo de protecao, seja na forma de sementes
oleaginosas ou de sais de célcio, ha uma inibicdo da bio-hidrogenacao do &cido
linoleico, e aumenta-se a chance de maior aporte desse acido graxo, que apresenta
efeitos importantes ja comprovados no metabolismo animal. Harvatine e Allen (2006a),
ao fornecer lipidios com diferentes graus de insaturagdo para vacas leiteiras, também
nao encontraram diferencas no grau de bio-hidrogenacdo de C18:1 cis, mas a bio-
hidrogenacao de C18:2 e C18:3 foi aumentada, quando aumentou-se o teor de acidos
graxos insaturados.

Barletta (2015) também observou o mesmo efeito estatistico nas taxas de bio-
hidrogenacao de C18:2, em dietas similares mas com 65% de silagem de milho para
vacas em final de lactacao, além da tendéncia de menor bio-hidrogenacao da dieta GS
em relacdo a dieta SC. Freitas Jr. (2012), avaliando vacas no meio de lactagao, também
encontrou maior taxa de bio-hidrogenacdo do acido linoleico, quando a dieta OS foi
comparada aos animais que receberam as dietas contendo grdo de soja e sais de calcio
(93,71 vs 86,35; 82,34% respectivamente). Além disso, foi observado pelo autor uma
tendéncia (p=0,059) para reducao da bio-hidrogenacao do acido linolénico na dieta com
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6leo de soja em relacao as fontes protegidas (93,18 vs 76,49; 70,36%), esse efeito nao
foi observado no presente estudo, possivelmente pela pequena quantidade de &cido
linolénico e também pela maior extengcao da bio-hidrogenagédo que ocorre em dietas

ricas em volumoso.

5. CONCLUSOES

A utilizagdo de acidos graxos insaturados na dieta ndo alterou o consumo de
matéria seca, mas houve diminuicdo na digestibilidade no trato total da FDN e menor
relacéo acetato:propionato quando dietas com fontes lipidicas foram fornecidas.

O fluxo abomasal de acidos graxos foi maior quando utilizou-se lipidios na dieta,
e entre as dietas com adicao lipidica, a bio-hidrogenacao do acido linoleico (C18:2) foi
menor quando fontes protegidas foram usadas.

O grao de soja aumentou a digestibilidade ruminal da FDN, e mostra-se como
uma alternativa viavel para utilizacdo em vacas no periodo seco, em dietas ricas em
volumoso, quando ha o intuito de aumentar o aporte de &cidos graxos insaturados a
nivel de intestino, principalmente C18:2.

6. IMPLICACOES

Os produtores devem tentar otimizar os processos metabdlicos ruminais e a
absorcao de acidos graxos no duodeno através de medidas corretas de alimentacao e
manejo na pecuaria leiteira e que fornecam quantidade e qualidade de AG dietéticos
apropriados para os animais.

O presente estudo traz dados de fluxo e bio-hidrogenagao de acidos graxos em
vacas no periodo seco recebendo dietas a base de silagem de milho e utilizando fontes
lipidicas convencionais, ricas em &cido linoleico, advindos da soja. O grdo de soja
possibilitou a chegada de uma quantidade ligeiramente maior de &cido linoleico no

intestino, que pode ser suficiente para fornecer os beneficios nutracéuticos em
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reproducao e imunidade, aspectos fundamentais para otimizar a salde de vacas nesse
periodo especifico do ciclo de produg¢do, muitas vezes negligenciado pela maioria dos
produdores. Em algumas regides pode haver disponibilidade do grdo de soja integral a
um menor custo quando comparada ao produto comercial.

As barreiras fisicas naturais da semente oleaginosa protegeram eficientemente
os AGs da bio-hidrogenagdo ruminal, com menores alteracbes nos parametros
digestivos e no metabolismo ruminal. Este resultado aponta e direciona a necessidade
do desenvolvimento de novos produtos com outras tecnologias mais inertes no ramen.
Alternativamente, estudos futuros devem avaliar o conteudo de AG e o fluxo de outras
oleaginosas que possam ter maior viabilidade técnica e econémica do que os produtos

comerciais existentes atualmente no mercado.
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