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REsSumMoO

Para determinar os efeitos sobre a concentracdo dos isdmeros trans-Cig.; € 0 contedo de CLA no leite em
resposta as alteracGes na fermentacéo ruminal, vacas leiteiras foram alimentadas com a combinacao de dleo
de soja e monensina na dieta. Foram utilizadas quatro vacas 7/8 Holandés-Gir, com 45 dias em lactacéo,
dispostas em um quadrado latino 4x4. Os tratamentos consistiram de uma dieta controle (CT); 33 ppm de
monensina (MN); 4% de 6leo de soja (OL); e a combinacdo de 6leo e monensina (OM). Os animais foram
alimentados duas vezes ao dia, com 53% de volumoso e 47% de concentrado. Os isébmeros cis-C,g.; foram
aumentados pelo 6leo de soja, mas somente isdmeros especificos foram afetados pela monensina. Todos os
isdbmeros trans-C,g.; foram aumentados pelo 6leo de soja ou pela monensina (43,7 e 42,8%), com excecao de
trans-11 Cig.1, que nédo foi influenciado pelos tratamentos. Foi observada interacdo entre 6leo e monensina
para trans-6-8 Cig; € trans-10 Cyg.4, Onde as concentracdes destes acidos graxos foram aumentadas tanto
pela monensina como pelo 6leo, mas a combinagdo destes indicaram efeitos aditivos. O 6leo de soja e a
monensina apresentaram reducdo no teor de gordura do leite, correspondendo a um expressivo aumento ha
concentracdo de trans-10 Cig; no leite (r=-0,7239; P=0,0015). Ainda que tenha apresentado diferencas
numéricas (0,54 vs 0,80 g/100 g, CT vs MN, OL, OM), o CLA cis-9 trans-11 ndo foi influenciado pelos
tratamentos e a atividade da enzima ?°-desaturase foi reduzida pelas dietas contendo éleo de soja, indicando
diferentes atividades ou rotas de bio-hidrogenacgéo, e outros isdbmeros do CLA podem estar envolvidos.
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OF LACTATING DAIRY COWS

ABSTRACT

To determine effects on trans-Cig.; isomers and CLA content on milk fat in response to altered rumen
fermentation, cows were fed with a combination of monensin and soybean oil (SBO) diets. Four 7/8 Holstein-
Gir cows, 45 DIM were used in a 4x4 Latin Square design. The treatments consisted of control diet (CT), 33
ppm of monensin (MN); 4% soybean oil (OL) and soybean oil x monensin combination (OM). The animals
were fed twice a day, with 53% of corn silage and 47% of concentrate. Cis-Cig.; isomers was increased by
SBO, but only specifics isomers were increase by monensin, and cis-9 Cyg.; was the main cis- Cyg.4. All trans-
Cis1 iIsomers were increased by SBO or monensin (43.7 and 42.8%), except trans-11 Cig.5, Which was not
influenced by the treatments. Interaction was observed for trans-6-8 Cig; and trans-10 Cig.;, Where the
concentrations of these FA were increased by SBO and by monensin, but the combination of these indicated
addictive effect. SBO and monensin showed milk fat depression, corresponding with a marked increase in
milk trans10-C,g.1 (r=-0.7239; P=0.0015). Although numeric differences (0,54 vs 0,80 g/100 g, CT vs MN, OL,
OM), cis-9 trans-11 CLA was not influenced by treatments and ?°-desaturase activity was reduced by SBO
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diets, indicating different activities or pathways of bio-hydrogenation, and others CLA isomers can be
involved.

KEYWORDS
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos a pesquisa tem dado grande atengdo no sentido de aumentar as concentracdes de CLA no
leite devido as suas propriedades anticancerigenas e de particdo da energia no metabolismo animal.

O CLA cis-9 trans-11 Cig., € um produto da bio-hidrogenacéo ruminal dos lipidios dietéticos e que também
pode ser incorporado ao leite pela acdo da enzima ?°-desaturase sobre o trans-11 Cig. (Bauman et al.,
2000). Os maiores aumentos no CLA sdo observados quando 6leos vegetais sdo adicionados as dietas, e
como resultado da intensa bio-hidrogenacéo, também sédo aumentadas as concentracdes dos isdmeros trans-
C18:1-

Em experimentos in vitro, Fellner et al. (1997) observaram que a adicdo de acido linoléico em cultura
continua aumentou o teor de CLA no total de acidos graxos, com concomitante acimulo de isdmeros trans-
Cis:1. Os ion6foros monensina, nigericina e tetronasina triplicaram o efeito sobre a concentracdo de CLA.
Recentemente, Jenkins et al. (2003) observaram in vitro que o 6leo de soja em conjunto com a monensina
aumentou a concentracdo de trans-10 Cig; mais que quando estes foram incubados isoladamente, o que
pode acarretar em reducdo no teor de gordura do leite (Griinari e Bauman, 2001). Isto sugere que a
populacdo microbiana selecionada pela monensina resulta em alteragcBes nas rotas e atividades da bio-
hidrogenacao dos &cidos graxos no rimen. Porém, ndo hé relatos na literatura que validem estes resultados
com animais, objetivo deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Campo Experimental de Coronel Pacheco — EMBRAPA Gado de
Leite, no periodo entre maio e junho de 2002. As analises laboratoriais foram realizadas no
Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vicosa. As andlises cromatogréaficas e o processo de transesterificacdo dos acidos graxos do leite
foram realizados no Laboratério de Nutricdo e Crescimento Animal da ESALQ-USP.

Foram utilizadas quatro vacas ? Holandés-Gir, multiparas, com 47 dias em lactacdo, com peso
médio de 528 kg, dotadas de canulas ruminais. Os animais foram dispostos em um quadrado
latino (4x4), em um arranjo fatorial 2x2: presenca ou ndo de monensina sédica (33 ppm) e
presenca ou nao de 6leo de soja (4,0%). Os tratamentos estdo assim denominados: a) dieta sem
Oleo e sem monensina: controle (CT); b) sem 6leo, com monensina: monensina (MN); c) com éleo,
sem monensina: 6leo (OL); d) com 6leo, com monensina: 6leo+ monensina (OM). O manejo dos
animais e da alimentacdo, assim como as referéncias citadas neste Material e Métodos foram
descritos por Eifert (2004).

A producdo leiteira foi medida diariamente durante o periodo de coletas e uma aliquota de 2% da
producéo de leite foi retirada e congelada para a posterior analise do perfil de acidos graxos do
leite. A extracdo da gordura foi baseada no método descrito por Nourooz-Zadeh & Appelgvist
(1988), utilizando-se hexano e isopropanol em trés extracbfes seqlenciais da amostra. A
transesterificacdo dos acidos graxos foi realizada conforme descrito por Christie (1982). O perfil de
acidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa utilizando uma coluna capilar de 100 m
de silica fundida (SP-2560) e detector de ionizacdo de chama (FID). A corrida teve uma duracao
de 70 minutos, utilizando-se nitrogénio como gas de arraste a um fluxo de 40 ml/minuto. Uma
manteiga padrdo (CRM 164; Commission of the European Communities, Community Bureau of
Reference, Brussels, Belgium) foi utilizada para determinar os fatores de recuperacdo para 0s
acidos graxos. A estimativa da atividade da enzima ?°-desaturase foi realizada mediante a divisao
do &cido graxo precursor pelo seu produto. Os acidos graxos foram expressos em relagdo a sua
concentragdo percentual na gordura do leite (g/100 g).

Os dados foram submetidos & analise de variancia e os célculos foram realizados através do
comando Proc GLM do programa estatistico SAS (1999).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A monensina ndo influenciou a concentracao de isdmeros cis-Cyg.; (Tabela 1), enquanto que a adicao de 6leo
de soja aumentou a concentracdo destes isbmeros em 46,9 %, possivelmente resultante do maior consumo
de acidos graxos insaturados da dieta e da atividade da ?°-desaturase. Individualmente, cis-9 Cig. foi 0
principal isbmero cis-Cig.1 €, enquanto a monensina aumentou a concentracdo de cis-12, cis-13 e cis-15 Cyg.1,
0 6leo de soja elevou a concentracéo de todos os isdbmeros cis-Cig.1, €xceto para cis-11 Cig.

Aumentos nas concentragfes de AG trans-Cyg.; indicam reducdo na velocidade de bio-hidrogenagdo. Com
excecdo de trans-11 Cyg.4, tanto 6leo como monensina aumentaram a concentracao dos isémeros trans-Cig
no leite (Tabela 1), e embora ndo se tenha observado interacdo significativa (P>0,05), CT, MN, OL e OM
apresentaram diferentes valores, o que indica que a adicdo de monensina amplificou a concentracdo dos
isdbmeros trans-Cig.; No leite, independente se a dieta continha ou néo 6leo de soja.

Os tratamentos ndo afetaram o trans-11 Cigi, embora a sua concentracdo tenha sido aumentada
numericamente em 71,2% (CT vs MN) e 235,6% (CT vs OL e OM). Trans-11 C,g. foi 0 principal isbmero
trans-Cyg.1 € foi observada interagdo significativa (P<0,05) entre 6leo e monensina para as concentracdes de
trans-10 Cyg; € trans-6-8 Cig.1. A Tabela 1 indica o mesmo comportamento de trans-10 Cig; € trans-6-8 Cig1
em relacdo aos tratamentos, embora com diferentes magnitudes. Na auséncia de 6leo, a monensina nédo
apresentou efeito sobre a concentracéo de trans-10 Cyg.1; 0 6leo aumentou a participacao deste AG, mas na
presenca do ionéforo, a concentracdo de trans-10 Cig; foi ainda mais aumentada. Jenkins et al. (2003)
também observaram interacédo entre dleo de soja e monensina sobre a concentracdo de trans-10 Cigy €M
ensaio in vitro, onde o comportamento deste AG foi similar ao presente trabalho, muito embora tenham
verificado maior magnitude na formacéo de trans-10 Cig.; quando a cevada foi comparada ao milho como
fonte de carboidrato.

As bactérias responsaveis na formacgdo do trans-11 C,g; quando na rota classica da bio-hidrogenacao, sédo
“Butyrivibrio fibrisolvens” e “Ruminococcus sp”., que sdo sensiveis a monensina (Nagaraja et al., 1997), o
gue indica que a populacao selecionada pelo ion6foro pode levar a formacao de outros isbmeros trans-Cig.; €
outros isébmeros do CLA, justificando os resultados obtidos para os AG trans, principalmente trans-10 Cyg.;.
Além disto, cepas isoladas de “Clostridium” sp. formaram trans-10 C;g.; como principal intermediario da bio-
hidrogenacgéo do &cido linoléico. “Butyrivibrio fibrisolvens” e “Ruminococcus” necessitam de menor dose para
controle de 50 % da populagédo que “Clostridium” (Nagaraja et al., 1997), assim, possivelmente a populacdo
de “Clostridium” foi pouco afetada pela monensina, justificando os aumentos em trans-10 Cig;.

Embora os tratamentos tenham permitido grandes diferengcas nas concentracdes de trans-10 Cig.1, N80 foi
detectada a presenca no leite de seu precursor, o CLA trans-10 cis-12 Cg, (Tabela 2). Possivelmente,
devido a forte bio-hidrogenacéo ruminal deste acido graxo e a baixa eficiéncia de absorcédo deste CLA pela
glandula mamaria.

Tanto o 6leo quanto a monensina foram eficientes ao elevar as concentragées do acido linoléico (cis-9 cis-12
Cis:2) no leite, muito embora os valores observados sejam baixos principalmente em relacao a quantidade de
oleo fornecido nas dietas. As dietas contendo 6leo proporcionaram aumentos nas concentracées de trans-11
cis-15, possivelmente por este ser um intermediario da bio-hidrogenacédo do acido linolénico, justificando-se
seus baixos valores. O CLA cis-9 trans-11 néo foi influenciado pelos tratamentos, embora se tenha verificado
aumentos em relacdo ao CT da ordem de 34,2, 29,9 e 33,3 %, respectivamente para MN, OL e OM.

Bauman et al. (2000) observam que a principal forma de incorporacdo do CLA é a partir do trans-11 Cig
pela ?°-desaturase e a falta de resposta em relacdo ao CLA pode ser decorrente da inibicdo desta enzima
pelo trans-10 C,g.1, 0 que concorda com Bauman & Griinari (2001). Por outro lado, outros isébmeros do CLA
tém sido determinados, sendo que trans-7 cis-9 Cig.» € considerado com o segundo CLA em abundancia
(Chilliard et al., 2000), assim, é possivel que outros isdbmeros do CLA sejam formados em um desvio da bio-
hidrogenacg&o ruminal e que os padrdes utilizados na andlise cromatografica ndo foram hébeis o suficiente
para a sua deteccéo.

CONCLUSOES

A associacdo de 6leo de soja e monensina na dieta ndo eleva o contetido de CLA do leite. Oleo
de soja e monensina aumentam de forma aditiva os isémeros trans-Cig; no leite. A populacéo
microbiana selecionada por estes dois ingredientes leva a modificagcdo da bio-hidrogenacao
ruminal, induzindo a reducdo do teor de gordura do leite.
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Tabela 1 — Perfil dos acidos graxos cis e trans octadecendicos do leite de vacas alimentadas com a
combinacéao de 6leo de soja e monensina (g/100 g)

Média dos Tratamentos * Desvi __FEfeitos

Variavel o Monensina Oleo

CT MN oL OM pagré 0 33 ppm 0 4%

Isbmeros Cigq

cis 18,39 18,68 27,16 27,29 0,705 22,77 22,98 1853% 27,22°
trans 1,86 277 469 658 0468 327 4677 231* 563"
trans-6-8* 0,22 026 052 076 0033 037" 051° 024> 064"
trans-9 013 021 035 057 0059 024" 039° 017*° 046"
trans-10* 048 0,70 155 273 0169 101" 1,71® 059* 214°
trans-11 059 101 1,39 1,39 0344 0,99 1,20 0,79 1,39
trans-12 023 032 046 064 0034 034" 048 027*° 055"
trans-16 021 028 043 049 0017 032" 039° 024> 046"
cis-9 17,65 17,89 26,16 26,09 0,799 21,90 21,99 17,77* 26,12°
cis-11 049 053 065 052 0,104 0,57 0,53 0,51 0,59
cis-12 013 015 018 037 0030 016" 026° 014 027"
cis-13 0,02 0065 0063 0132 0015 004" 0,10° 0,04* 010"
cis-15 002 005 010 019 0017 006" 011° 004* 0,14°

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

2 letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05) * interagdo Monensina vs. Oleo
P<0,05)

S" ® letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Tabela 2 — Isémeros do acido linoléico e estimativa da atividade da enzima ?°-desaturase nos acidos
graxos do leite de vacas alimentadas com a combinacédo de 6leo de soja e monensina, em

0/100g
Média dos Tratamentos * Desvi : Efeitos

Variavel 0] 3 Monensina Oleo

CT MN oL om  padra 0 33 ppm 0 4%

(0]
Isbmeros Cig.» N-6
c-9c-12 1,47 1,90 2,06 2,48 0,170 1,76" 219® 1,692 227"
CLAtotais 2,01 2,76 2,90 3,38 0,406 2,29" 307° 222? 3,14°
t-11 c-15 nd 003 007 010 0,019 003 007 0,022 0,08"
c-9t-11 054 082 077 081 0131 065 0,81 0,68 0,79
t-10 c-12 nd? nd nd nd - - - - -
Atividade da ?°-desaturase

2°CLA® 1,14 1,18 1,81 1,61 0,264 1,48 1,39 1,162 1,71°

?° Ciga” 0,59 0,54 0,72 0,67 0,035 0,65 0,61 0,57° 0,69°

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

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

! CT= 6leo e monensina ausentes; MN= 33 ppm de monensina; OL = 4 % de 6leo de soja; OM = 4 % de
0leo + 33 ppm monensina ;

230 detectado; ® trans-11/ cis-9 trans-11; * C150/Cis-9; ° C160/Cie1; © C140/Crat; * Ci20/Ciza:
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