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RESUMO

Os acidos gordos insaturados presentes na dieta dos ruminantes sdo extensamente
saturados no rimen através das vias de bioidrogenacao o que leva a que a gordura do
leite seja constituida, essencialmente, por acidos gordos saturados (AGS). Assim,
apenas uma pequena percentagem de acidos gordos polinsaturados (AGPI) é absorvida
e transferida para o leite, pelo que é necessario desenvolver métodos para reduzir a
bioidrogenacdo ruminal e aumentar o teor de AGPI no leite. Realizou-se um ensaio onde
se testou o efeito da incluséo, na dieta de vacas leiteiras, de um suplemento com AGPI
omega-3 protegido da bioidrogenacéo (NatOmega-3), na composi¢cao em acidos gordos
do leite. Na preparacéo do suplemento, utilizou-se uma tecnologia de encapsulacdo de
uma fonte de acido linolénico numa matriz lipidica de acidos gordos saturados de alto
ponto de fusdo, por forma a proteger os acidos gordos insaturados do ataque microbiano
no rumen. Sessenta vacas Holstein-Frisias no periodo pés-parto e sem condi¢des
clinicas a registar foram selecionadas para entrar no ensaio e divididas em dois grupos.
Durante 9 semanas forneceu-se 1,2 kg/dia do suplemento NatOmega-3 a um grupo e a
mesma quantidade de um suplemento com AGS ao outro grupo (controlo). As amostras
de leite foram recolhidas semanalmente e centrifugadas para remover a gordura do leite,
através da qual se determinou a composi¢cdo em acidos gordos por cromatografia
gasosa. O suplemento NatOmega-3 aumentou a propor¢éo de &cido linolénico no leite,
porém nao o suficiente para se considerar uma fonte protegida. O interesse do presente
estudo baseia-se na necessidade de desenvolver tecnologias que permitam o
enriguecimento dos produtos animais em acidos gordos 6mega-3, com o propdsito de
alterar o perfil lipidico da gordura do leite e aumentar o seu valor nutricional, com elevado

interesse do ponto de vista da salde humana.

Palavras-chave: bioidrogenacdo, dmega-3, acidos gordos, gordura do leite, valor

nutricional



ABSTRACT

Unsaturated fatty acids in ruminant diets are extensively saturated in the rumen through
biohydrogenation pathways which leads to milk fat being rich in saturated fatty acids
(SFA). Therefore, only a small percentage of polyunsaturated fatty acids (PUFA) is
indeed absorbed and transferred to milk. Several protection technologies have been
developed to reduce rumen biohydrogenation and increase PUFA content in milk. A
study was conducted in which a dietary supplement enriched with omega-3 PUFA
protected from biohydrogenation was introduced into a dairy cattle diet to test its effect
on milk fatty acid composition. The technology used in the supplement consisted of a
source of linolenic acid encapsulated in a lipid matrix of saturated fatty acids with a high
melting point as a mean to protect unsaturated fatty acids from the microbial attack in
the rumen. Sixty Holstein cows in postpartum period and with no previous clinical
conditions were selected and divided in two groups. For 9 weeks all cows were fed 1,2
kg/day of whether NatOmega-3 supplement or a SFA supplement (control group). Milk
samples were collected weekly and centrifuged to remove milk fat while fatty acid profile
was obtained through gas chromatography. Despite the increase in linolenic acid when
the NatOmega-3 supplement was administered, it was not enough to be considered as
a protected source. The purpose of this study focusses on the need to develop new
technologies that allow the enhancement of animal products in omega-3 fatty acids to
change the milk fat lipid profile, while also adding nutritional value and becoming highly

interesting from a human health point of view.

Keywords: biohydrogenation, omega-3, fatty acids, milk fat, nutritional value
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INTRODUGCAO

A crescente preocupacao por parte dos consumidores com os seus habitos alimentares,
aliado a um maior acesso a informacdo, torna-os cada vez mais conscientes dos
alimentos que ingerem e dos seus constituintes. Aspetos como o efeito da dieta na
saude e bem-estar, impacto ambiental dos produtos consumidos, a sua proveniéncia ou
modo de producdo, tém cada vez mais peso ha hora de decidir que alimentos incluir no
plano alimentar. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2010), o consumo de
gorduras polinsaturadas deve ser privilegiado em relagdo ao consumo de gorduras
saturadas. Estas recomendac¢fes baseiam-se no facto dos acidos gordos saturados
aumentarem o risco de doencas cardiovasculares, assim como, os niveis de colesterol
(Lourenco et al. 2010). Nesse sentido, produtos ricos em AGPI apresentam uma
vantagem em relacéo aos produtos onde o teor de AGS é mais elevado.

Na Europa, o consumo de leite e produtos derivados do leite fornecem entre 27 e 57%
do consumo total de AGS (Givens 2010). O metabolismo lipidico dos ruminantes tem
uma grande influéncia no perfil de acidos gordos (AG) destes produtos. Devido ao
processo de bioidrogenacédo (Bl) que ocorre no rimen, os AGPI sdo convertidos em
produtos mais hidrogenados, o que faz com que percam as suas caracteristicas
benéficas antes de serem absorvidos no intestino e transferidos para o leite (Gadeyne
et al. 2017). Assim, quando comparados com 0s monogastricos, os produtos dos
ruminantes apresentam elevadas concentracdes de AGS e baixas concentracfes de
acidos gordos insaturados (AGI). No entanto, os produtos provenientes de ruminantes
contém, também, isémeros conjugados do acido linoleico (CLA) que, segundo diversos
estudos (Whigham et al. 2000; Pariza 2004; Palmquist et al. 2005), contribuem
positivamente para a satde humana ao ajudarem na prevengao do cancro, no combate
a aterosclerose, no aumento da resposta imunitaria e na alteracdo do metabolismo
energético e proteico. A populacdo microbiana do rimen, ndo s6 é responsavel pelo
processo de Bl, como também, contribui para a formacao destes CLA através do acido
linoleico e do acido linolénico (Chilliard et al. 2007).

Como forma de proteger os AGPI da bioidrogenacédo e aumentar a sua concentracao
nos produtos, particularmente no leite, diversas estratégias tém sido testadas. O
interesse de aumentar a absorcdo de AGPI surge, ndo apenas da perspetiva da
melhoria do leite visando promover a saide humana, mas também, pelo facto dos AGPI
aumentarem a fertilidade e o desempenho produtivo dos ruminantes (Staples et al. 1998;
Gulliver et al. 2012). No entanto, para as estratégias de protecdo ruminal dos AGPI
serem eficazes, tem de se assegurar que ap0s o bypass lipidico no rimen a absorgao
intestinal dos AGPI ndo seja comprometida (Gadeyne et al. 2017). Assim sendo, apesar

de haver varias tecnologias de protecéo de lipidos a ser estudadas, todas apresentam
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vantagens e desvantagens que serdo pertinentemente abordadas no seguimento do
presente trabalho e antecedidas por uma breve explicacdo do metabolismo lipidico

ruminal.

OBJETIVOS

O objetivo do ensaio efetuado foi testar, in vivo, a eficacia de protecdo de um suplemento
alimentar com AGPI dmega-3 (NatOmega-3) e avaliar o seu efeito na producédo e
composicdo do leite, particularmente, no perfil de AG. O suplemento em teste foi
preparado utilizando uma técnica de prote¢cdo com encapsulacdo de uma fonte de acido
linolénico numa matriz lipidica de AGS de alto ponto de fusé&o.

Esta experimentacdo realizou-se no contexto de se atingir o objetivo geral de
desenvolver leite e derivados naturalmente enriquecidos em émega-3, mais benéficos
para a saude do consumidor, e que sejam produzidos por animais mais saudaveis, isto

é, apresentando melhor bem-estar e desempenho produtivo.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Lipidos

Os lipidos podem ser definidos como substancias biolégicas de natureza hidrofobica
sendo, normalmente, sollveis em solventes organicos (Smith 2000). Porém, a definicdo
de lipidos ndo é consensual na literatura devido a sua complexidade estrutural e
biossintética. Outra definicdo, segundo Christie (2019), refere que os lipidos séo acidos
gordos e seus derivados, e substancias relacionadas a estes compostos a nivel
biossintético ou funcional. Adicionalmente, o modo de classificagdo dos lipidos também
€ muito variavel, uma vez que, depende daquilo que se esta a considerar. Por exemplo,
se se considerar os produtos resultantes da sua hidrolise, podem ser divididos em
“simples” ou “complexos”. No grupo dos lipidos simples incluem-se os que tém até dois
produtos resultantes da hidrélise (ex: acidos gordos, esterdis, acilgliceréis), enquanto os
lipidos considerados complexos sdao os que tém trés ou mais produtos (ex:
glicerofosfolipidos) (Fahy et al. 2005). Por outro lado, pode-se fazer a distin¢cdo entre
lipidos de reserva (ex: triacilglicerdis) e lipidos estruturais, isto €, aqueles presentes nas
membranas, incluindo lipidos complexos, colesterol e vitaminas lipossoluveis (Christie
2019).

Os lipidos sé&o, portanto, um grupo de compostos bastante heterogéneo, com
classificagfes distintas conforme os critérios utilizados. Assim sendo, e por forma a
facilitar a comunicacgao internacional, surgiu o “Comprehensive Classification System of
Lipids”(Fahy et al. 2005), um sistema de classificacdo baseado em principios quimicos
e bioquimicos que define os lipidos como pequenas moléculas hidrofébicas e anfipaticas
originadas a partir de condensacgfes (Fahy et al. 2009). Segundo este sistema de
classificacdo, os lipidos séo divididos em oito categorias: acidos gordos, glicerolipidos,
glicerofosfolipidos, esfingolipidos, esterois, prendides, sacarolipidos e poliquétidos;
sendo essas categorias repartidas em classes e subclasses.

Quanto as suas fungdes, os lipidos estdo envolvidos em diversos processos bioldgicos,
nomeadamente, funcionam como componentes estruturais das membranas ou de
proteinas especificas, servem como substrato para a producdo de energia metabolica

ou ainda como compostos de sinalizagédo (Glatz 2015).



1.1. Acidos Gordos
Os &cidos gordos sdo moléculas hidrofébicas que consistem numa cadeia alifatica de
hidrocarbonetos que termina com um acido carboxilico (Watkins 2012) e constituem a
base da estrutura quimica dos lipidos (Moghadasian and Shahidi 2016). Os AG podem
ser insaturados ou saturados caso possuam, ou nao, ligacbes duplas entre atomos de
carbono, respetivamente.
Diferenciam-se ainda pelo comprimento da cadeia de carbono, numero, posicao e
configuracdo (cis, trans) das ligacBes duplas (Cuvelier et al. 2004). Por forma a
simplificar a nomenclatura, segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), apresenta-se primeiramente o niumero de carbonos da cadeia, seguido do
namero de insaturacbes (caso existam) e do numero do carbono onde ocorre a
insaturacao, sendo que o carbono do grupo carboxilo é considerado o primeiro carbono
(Cuvelier et al. 2004). No caso dos &cidos gordos saturados representam-se, por
exemplo, por C16:0 (acido palmitico) ou C18:0 (acido esteérico). Nos &cidos gordos
insaturados, como a dupla ligacdo pode ter duas configuracfes distintas, utiliza-se o
prefixo cis- (c-) ou trans- (t-) antes de indicar a posi¢ao da insaturacdo (ex: C18:2cis-9,
cis-12). Outra forma de nomear as duplas ligagbes € a utilizagdo do “n” ou “6mega”
seguido do sinal “menos” e da posigao da primeira ligacao dupla da cadeia de carbono
a contar da terminacg&o oposta ao grupo carboxilo (ex: C18:2n-6) (Lobb and Chow 2007).

Na Figura 1 apresentam-se alguns exemplos de varios AG e sua homenclatura.

Acido Gordo Saturado 0]
Cre mitie JI\/\/\/\/\/\/\/\
C16:0 HO

Acido Gordo Monoinsaturado

Acido Oleico 0 o
C18:1 ¢is-9 J\/\/\/W
C18:1n-9 HO

Acido Gordo Polinsaturado
Acido Linoleico
C18:2 ¢is-9, cis-12

] 12
C18:2 n-6 HO '

Figura 1. Exemplos de diferentes estruturas, nomenclaturas e tipos de acidos gordos.

Os AG tém um papel importante em diversos processos biolégicos e funcdes celulares,
nomeadamente, integram os fosfolipidos das membranas celulares, afetam a sua fluidez
e a interacdo entre lipidos e proteinas; sdo substrato para a sintese de eicosandides,
podem afetar o transporte de proteinas e o0s recetores celulares de hormonas e

neurotransmissores (Roche 1999).



1.1.1. Acidos Gordos Saturados

Os AGS caracterizam-se por nao terem ligagdes duplas na cadeia de carbono, isto €,
contém apenas ligacdes carbono-carbono (C-C) na cadeia alifatica, sendo as restantes
ligacdes com atomos de hidrogénio. Com 0 aumento do comprimento da cadeia, ha um
aumento do ponto fusdo do AG, pelo que, os AG de cadeia curta séo liquidos a
temperatura ambiente, enquanto os AG com 10 ou mais atomos de carbono sao sélidos
(Cuvelier et al. 2004). Os AGS podem conter ramificaces ao longo da cadeia
carbonada, no entanto, os compostos de cadeia linear com 12, 14, 16, 18 ou 20 &tomos
de carbono s&o o0s mais comuns nos tecidos animal e vegetal (Moghadasian and Shahidi
2016). Adicionalmente, AGS com cadeias compostas por 4 a 10 atomos de carbono
estdo também presentes em pequenas quantidades nos tecidos e em quantidade
relevante no leite de ruminantes.

Nos tecidos animais, 0s AGS podem representar entre 30 a 40% do total de AG (Legrand
and Rioux 2010), sendo essa percentagem representada essencialmente pelos acidos
palmitico, esteérico, miristico e laurico. O &cido palmitico (C16:0), por exemplo, € um
dos AGS mais abundante estando presente em quase todos os 6leos vegetais, 6leos de
peixes e gordura animal. Outro exemplo, € o &cido miristico que representa cerca de
10% dos AG da gordura do leite, juntamente com o &cido butirico e outros AG de cadeia
curta. De uma forma geral, os AGS obtém-se através de produtos de origem animal,
como o leite e derivados da gordura do leite, ou de alguns 6leos vegetais como o 6leo

de coco ou 6leo de palma (Quadro 1).

Quadro 1. Principais acidos gordos saturados presentes nos alimentos e produtos de origem

animal. [Adaptado de Albuquerque (2009)]

Nome comum Nome sistematico | FOormula Estrutural | Fonte
Butirico (C4:0) Tetrandico CHz3(CH2).COOH Gordura do leite
Caproico (C6:0) Hexanoico CHs(CH2)sCOOH )
. B Gordura do leite
Caprilico (C8:0) Octanéico CHz3(CH2)sCOOH 3
o B Oleo de coco
Céaprico (C10:0) Decandico CH3(CH2)sCOOH 3
o . Oleo de palma
Laurico (C12:0) Dodecandico CHz3(CH2)10COOH
Oleo de coco
Miristico (C14:0) | Tetradendico CHz3(CH2)12COOH Oleo de palma
Gorduras animal e vegetal
Palmitico (C16:0) | Hexadendico CHs(CH2)14COCOH Gordura animal e vegetal
Estedrico (C18:0) | Octadendico CHs(CH2)16COOH Gordura animal
Manteiga de cacau




Os AGS, para além de representarem uma importante fonte energética, sdo também
componentes importantes das membranas das células. No entanto, o consumo
excessivo de gordura saturada, na dieta humana, estd associado a um aumento dos
niveis de colesterol no sangue e a altas taxas de mortalidade devido a doencas

cardiovasculares (Keys 1997; Kromhout et al. 2000).

1.1.2.  Acidos Gordos Insaturados

Quando os acidos gordos contém uma ou mais ligacdes duplas entre atomos de carbono
(C=C) denominam-se acidos gordos insaturados. Os AGI que apresentam apenas uma
ligag&o dupla na cadeia carbonada séo acidos gordos monoinsaturados (AGMI), quando
tém mais do que uma ligacdo dupla pertencem ao grupo dos &cidos gordos
polinsaturados. A configuracdo da ligacdo dupla pode ser cis caso gere um angulo de
+30° com a cadeia alifatica ou trans se apresenta uma reduzida angulacdo da molécula,
resultando numa configuracdo semelhante a dos AGS (Cuvelier et al. 2004). Os AGI sdo
liquidos a temperatura ambiente, podendo solidificar a temperaturas de refrigeracéo. No
Quadro 2 encontram-se exemplos dos AGI mais comuns.

Segundo Woaods e Fearon (2009), comprovou-se que o consumo de AGI reduz o risco
de doencas cardiovasculares (DCV) e, ainda, a incidéncia de alguns cancros e doencas

como a asma e diabetes.

Quadro 2. Exemplos de acidos gordos insaturados mais comuns de encontrar em estado natural.
[Adaptado de Cuvelier et al. (2004)]

Nome

Abreviatura Nome sistematico Formula Estrutural
comum
C16:1 cis-9 Palmitoleico  cis-9-hexadecendico CH3s(CH2)sCH=CH(CH3)-C
OOH
C18:1 cis-9 Oleico cis-9-octadecendico CH3(CH2)7CH=CH(CH>)-C
OOH
Ci18:1trans-11 Vacénico trans-11-octadecendico CH3(CH2)sCH=CH(CH32)oC
OOH
C18:2n-6 Linoleico cis,cis-9,12-octadecadiendico  CH3(CH2)sCH=CHCH.CH
=CH(CH2)7COOH
C18:3n-3 a-Linolénico  cis,cis,cis-9,12,15- CH3(CH2CH=CH)3(CH2)-C
octadecatriendico OOH
C20:4n-6 Araquidénico cis,cis,cis,cis-5,8,11,14- CH3(CH2)4(CH=CHCH>)sC
eicosatetraendico H=CH(CH2)3:COOH




Acidos Gordos Monoinsaturados

Os AGMI estdo presentes em alimentos como o azeite, o 6leo de amendoim, abacate e
frutos de oleaginosas (améndoas, nozes, aveld, etc) (Candeias et al. 2005). Outra fonte
destes AG é a gordura da carne e produtos derivados. O azeite € um alimento muito rico
em AGMI, nomeadamente acido oleico, estando relacionado com a diminuicdo do
colesterol associado as LDL (lipoproteina de baixa densidade) sanguineas, designado
popularmente por “mau colesterol’, ao aumento do colesterol associado as HDL
(lipoproteina de alta densidade; “colesterol bom”) e a diminuicdo do risco de ataque
cardiaco (Moghadasian and Shahidi 2016).

Alguns dos AGMI mais comuns séo o acido palmitoleico (C16:1cis-9) e o &cido oleico
(C18:1cis-9). Apesar do acido palmitoleico ser um constituinte de quase todas as
categorias de plantas e animais, o acido oleico é o acido mais abundante podendo
representar uma percentagem de mais de 50% dos AG totais, estando presente em
grande parte das gorduras animais e vegetais (Cuvelier et al. 2004).

A concentracdo de &cido oleico no tecido adiposo esta dependente da atividade da
delta-9 dessaturase, codificada pelo gene estearoil coenzima A dessaturase (SCD),
responsavel pela conversdo dos AGS em AGMI (Smith et al. 2006). Esta enzima
introduz uma dupla ligacéo entre o carbono 9 e o carbono 10 da cadeia carbonada e
mantem o racio entre AGMI e AGS (Brock et al. 2006).

A gordura proveniente dos animais ruminantes e os 6leos de produtos industriais
constituem, ainda, fontes importantes de AGMI trans resultantes da hidrogenagéo. O
leite e lacticinios sdo a principal fonte de isébmeros octadecendicos, nomeadamente, o
acido vacénico (C18:1 trans-11). Estes &cidos gordos trans (rAGT) surgem como
compostos intermédios da hidrogenacao dos AGI aquando da fermentacdo bacteriana
no rimen (Fritsche and Steinhart 1998). No caso dos acidos gordos trans de origem
industrial (IAGT), predominam os is6meros C18:1 trans-9 (4cido elaidico) e trans-10,
formados a partir da hidrogenacéo parcial de 6leos vegetais (Ferlay et al. 2017).

O aumento do fluxo de saida do rimen de C18:1 trans-11 tem particular interesse, uma
vez que, funciona como substrato para a atuagéo da delta-9 dessaturase da qual resulta
a formacao de CLA cis-9, trans-11 (Alves and Bessa 2014). Por sua vez, a acumulacéo
de C18:1 trans-10 esta relacionada com o sindrome da depresséo da gordura do leite
(Griinari et al. 1998).



Acidos Gordos Polinsaturados

Todos os acidos gordos desempenham fung¢des importantes e necessérias ao normal
funcionamento dos organismos, mas os AGPI sdo componentes fundamentais na
alimentacdo. O seu papel na producdo de metabolitos essenciais, na resposta a
infecbes, no crescimento e desenvolvimento do organismo e na modulacdo da resposta
cardiovascular sdo apenas algumas das suas diversas fungdes (Candeias et al. 2005).
Como exemplos de fontes de AGPI tem-se os Oleos vegetais, de oleaginosas, cereais
integrais, gorduras e 6leos de peixes.

Os AGPI podem ser divididos em duas familias: acidos gordos polinsaturados 6mega-6
(AGPI n-6) e &cidos gordos polinsaturados 6mega-3 (AGPI n-3). Os AGPI n-6
caracterizam-se por terem uma ligacao dupla no sexto carbono a contar do ultimo radical
metilo, enquanto nos AGPI n-3 se localiza no terceiro carbono. Distinguem-se dos outros
AG por serem considerados essenciais, uma vez que, desempenham funcdes
indispensaveis, mas ndo sao completamente sintetizados de novo pelos vertebrados e
tém de ser obtidos através da alimentacdo. Esta essencialidade advém do facto destes
AG, nao s0, desempenharem fungdes vitais, mas também, representarem importantes
nutrientes (Spector 1999). No Quadro 3 apresentam-se algumas fungbes dos AG
6mega-3 e 6mega-6.

Na familia dos AG dmega-3 destacam-se o acido a-linolénico (ALN; C18:3n-3), o acido
eicosapentanoico (EPA; C20:5n-3) e o acido docosahexanoico (DHA; C22:6n-3). O ALN
pode ser obtido em sementes e 6leos (6leo de linho, éleo de soja), vegetais de folha
verde e frutos secos; enquanto o EPA e o DHA podem ser obtidos através da gordura e
6leo de peixes (salméo, sardinha, arenque) (Covington 2004).

Para além de serem acidos gordos essenciais (AGE), os AG 6mega-3 podem ainda ter
um efeito preventivo e modelador em relacdo a varias doencas, nomeadamente,
doencas cardiacas, enfartes, aterosclerose, doencas inflamatérias e até disturbios
comportamentais (Connor 2000). Adicionalmente, tém um papel importante no normal
desenvolvimento dos sistemas cardiaco e circulatério, do cortex cerebral e das
capacidades cognitivas em criancas (Candeias et al. 2005; Moghadasian and Shahidi
2016).

Quanto aos AG 6mega-6 destacam-se o &cido linoleico (AL; C18:2n-6) e o &cido
araquidonico (C20:4n-6). O acido araquidénico deriva do &cido linoleico e tem um papel
importante na sintese de eicosandides e na regulacdo da expressédo de genes que
codificam enzimas envolvidas no metabolismo dos lipidos (Bessa 1999). O AL é dos

acidos gordos mais abundantes podendo encontrar-se em 6leos vegetais (soja, milho,



girassol), grdos de cereais, carne e sementes de varias plantas (Covington 2004;
Cuvelier et al. 2004).

Quadro 3. Exemplos de fung¢des dos principais AGPI 6mega-3 e 6mega-6. [Adaptado de Spector
(1999)]

Classe Acido gordo Funcao

n-6 Araquiddnico Sintese de eicosandides

Constituinte da membrana dos fosfolipidos envolvidos
na transducéo de sinal

n-6 Linoleico Sintese de lipidos que formam a barreira permeavel da
epiderme

n-3 Eicosapentandico Sintese de eicosandides
Compete com o acido araquidénico pelas mesmas vias
metabolicas

n-3 Docosahexandico Estrutura dos lipidos da membrana

Modulacéo de proteinas da membrana integral
Formacéo de radicais livres

Regulagéo da expresséo de genes

Enquanto os AG Omega-3 tém propriedades anti-inflamatorias, antitrombéticas e
antiarritmicas, os AG 6mega-6 sdo pro-inflamatoérios e pro-tromboéticos (Covington
2004). Quantidades excessivas de AG 6mega-6 e uma razéo n-6/n-3 elevada na dieta,
promovem a patogénese de véarias doengas como doengas cardiovasculares, cancro,
doencas inflamatérias e autoimunes; ao passo que, quando o teor de AG émega-3 é
mais elevado (razdo n-6/n-3 baixa) o efeito é supressivo (Simopoulos 2002).

O é&cido linoleico e o acido linolénico sdo os principais AGE e, ao sofrerem uma
elongacdo e uma desaturacao, dao origem aos seus derivados de longa cadeia como o
acido araquidonico, o EPA e o DHA. O alongamento e desaturacdo do AL resultam na
formacédo do &cido dihomo-Y-linolénico (C20:3n-6) que, por sua vez, é desaturado a
acido araquiddnico. O acido ALN é alongado e desaturado a &cido eicosatetraendico
(C20:4n-3) e, posteriormente, a EPA e DHA (Moreira et al. 2002). As vias biossintéticas
dos n-6 e n-3 competem entre si pelas mesmas enzimas (as delta-5 e delta-6
desaturases), pelo que é importante manter o racio n-6/n-3 equilibrado na dieta humana
(Ander et al. 2003).



1.2. Importancia dos acidos gordos na saude humana

A crescente consciencializacdo dos consumidores em relacdo aos alimentos que
incluem nas suas dietas, traduz-se numa escolha de produtos que possuam na sua
constituicdo componentes que contribuam positivamente para a manutencdo da sua
salde e para a prevencédo do surgimento de doencas. A dieta tem um papel fundamental
como fator de risco para doencgas crdnicas, mais especificamente, o efeito do tipo e
guantidade de gordura ingerida (Givens 2009).

Nos paises ocidentais, onde o consumo de produtos animais assume grande
importancia, as dietas caracterizam-se por conterem niveis elevados, tanto de AGS,
como de AGPI 6mega-6, e reduzidos niveis de AGPI dmega-3 (Givens 2010). A ingestao
diminuta de peixe e produtos derivados €, em parte, responsavel pelo reduzido consumo
de AGPI mega-3, nomeadamente, de EPA e DHA.

Os AGPI de cadeia longa tém um papel importante na manuten¢édo da saide humana e
na prevencdo de doengas, nomeadamente, cardiovasculares, inflamatérias e
neurolégicas (Yashodhara et al. 2009). A caréncia destes AG esté associada a doencas
como a hipertensdo, distirbios inflamatérios e imunes, depressdo e disfuncdes
neurolégicas (Williams 2000). Adicionalmente o EPA e o DHA, desempenham um papel
importante na prevencao de doencgas crénicas e cardiacas (Bernal-Santos et al. 2010).
Segundo recomendacfes da Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA
2010), a ingestao de gordura deve representar entre 20 a 35% do consumo total de
energia, sendo que o teor de AGS e de AG trans tem de ser 0 mais baixo possivel. Estas
recomendacdes relacionam-se com o facto de o consumo excessivo destes AG estar
associado ao aumento do risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares
(Givens 2010). Dentro dos AGS, os acidos ladrico, miristico e palmitico, estdo
relacionados com o aumento da concentragdo LDL e da concentragdo do colesterol
plasmético total (Williams 2000). Similarmente, os AG trans aumentam 0S hiveis
sanguineos de colesterol LDL e diminuem os de colesterol HDL (Candeias et al. 2005).
O consumo de leite e lacticinios representa uma contribuicdo importante no consumo
de acidos gordos essenciais e vitaminas. O teor de gordura nestes produtos contribui
para a sua qualidade nutricional, bem como, para os seus atributos sensoriais. Os AGPI
presentes na gordura do leite sdo, essencialmente, o &cido linoleico e o &cido linolénico,
apesar de conterem também pequenas quantidades de EPA e DHA (Dewhurst et al.
2006). Porém, a proporcao de AGS (0,70-0,75) supera largamente a proporcéo de AGMI
(0,20-0,25) e de AGPI (0,05) (Lock and Shingfield 2004). Como consequéncia, o leite e
produtos derivados (ex: manteiga), representam uma fonte consideravel de consumo de
AGS e de AG trans, uma vez que, os lipidos presentes nestes produtos sao ricos nestes

acidos gordos (Hulshof et al. 1999; Kliem and Givens 2011). No entanto, estes produtos
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contribuem também (cerca de 67% do consumo total) para o consumo de isémeros
conjugados do acido linoleico (Lawson et al. 2001).

Os produtos provenientes dos ruminantes sdo também a principal fonte de CLA na dieta
(Chouinard et al. 1998). Segundo varios estudos, os CLA estdo associados a diversos
efeitos benéficos na salde humana (Quadro 4), nomeadamente reducdo da
acumulacédo de gordura corporal, efeitos antidiabéticos, diminuicdo do desenvolvimento
da aterosclerose, aumento da mineralizacdo 6ssea e modelacdo do sistema imunitario
(Belury 1995; Houseknecht et al. 1998). Possuem, ainda, propriedades
anticarcinogénicas, imunomodeladoras e promovem o aumento do crescimento e da
massa corporal magra (Bessa et al. 2000). Estudos realizados em animais e com
modelos in vitro demonstraram, através da modulacdo de moléculas inflamatérias, que
os CLA tinham um efeito positivo nas respostas imunitarias e inflamatérias (Viladomiu
et al. 2016).

O isémero CLA mais abundante na gordura de ruminantes € o CLA cis-9, trans-11 (acido
rumeénico), representando cerca de 75 a 90% do total de CLA, caracterizado por ter
efeitos anticarcinogénicos (Lock and Bauman 2004). Outro isémero com interesse é o
CLA trans-10, cis-12, com efeitos ao nivel da reducdo da gordura corporal e da
prevencédo da obesidade (Martin and Valeille 2002).

Quadro 4. Efeitos biolégicos dos principais isémeros CLA. [Adaptado de Martin and Valeille
(2002)]

Efeito bioldgico CLA cis-9, trans-11 CLA trans-10, cis-12
Anticancerigeno + +
Diminui¢édo da gordura corporal 0 +

Anti aterosclerose + (?)! + (?)?!
Resisténcia a insulina 0 +0u-?
Sintese de eicosandides - -

Notas: (+) efeito positivo; (-) efeito negativo; (*) necessita de confirmacg&o adicional; (?) comprovado apenas em ratos.

Apesar de os produtos de origem animal constituirem uma fonte importante de
nutrientes, a quantidade e composicdo em AG pode afetar positiva ou negativamente a
saude. A principal preocupacdo prende-se com o teor elevado de AGS e da sua
associacdo com o aumento do risco de doencas cardiovasculares e outras doencas
cronicas (Givens 2009). Por outro lado, alguns destes produtos contém componentes
que podem ter efeitos benéficos na salde a longo prazo. O leite, por exemplo, € um

produto com uma percecao menos boa por parte do consumidor devido ao seu elevado
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teor de gordura, no entanto, estudos tém vindo a demonstrar que o leite e lacticinios
podem ter um efeito protetor contra doencas vasculares e outras condicfes (Kliem and
Givens 2011). O objetivo principal passa por melhorar a composicado destes produtos
através da nutricdo animal, potenciando os constituintes que afetam positivamente a

salide humana.

2. Metabolismo lipidico no ramen

O metabolismo lipidico no ramen influencia fortemente a composi¢do em AG da carne
e do leite de ruminantes (Jenkins et al. 2008). No caso dos animais monogastricos,
aumentando-se a ingestdo de AGPI, consegue-se aumentar a concentragdo destes nos
seus produtos, no entanto, nos ruminantes tal ndo acontece. A saturagao que ocorre
quando os AGPI sdo expostos ao ataque microbiano no rimen, ndao permite que a
gquantidade de AGPI na dieta se reflita nos produtos resultantes, isto é, na carne e no
leite de ruminantes (Buccioni et al. 2012). O perfil lipidico apds a passagem ruminal é
consideravelmente diferente do perfil lipidico ingerido, isto é, a entrada do riamen
predominam os AGI, enquanto que, a saida a grande maioria dos AG presentes sao
saturados (Jenkins et al. 2008). As dietas dos ruminantes, normalmente constituidas
por forragens e concentrados, contém cerca de 4% de matéria seca correspondente a
fracdo lipidica, sendo a maior parte AGI de cadeia C18 (Ferlay et al. 2017).
Adicionalmente, as forragens apresentam uma concentragdo maior de acido linolénico
(C18:3 cis-9, cis-12, cis-15), enquanto que, 0s gréos de cereais séo ricos em acido
linoleico (C18:2 cis-9, cis-12) (Bauman et al. 2003).

A maioria dos lipidos que entram no rimen séo triglicéridos, fosfolipidos e galactolipidos,
sofrendo uma hidrélise resultante da atividade enzimatica dos microrganismos ruminais
(Dawson and Hemington 1974). A populacdo microbiana no ramen é constituida,
essencialmente, por bactérias anaerdbicas, arqueias, protozoarios ciliados e fungos. As
bactérias abundam em relacdo aos restantes, seguidas por arqueias, protozoarios e em
menor quantidade encontram-se os fungos (Lourenco et al. 2010). Estes
microrganismos permitem a libertacdo de nutrientes ao atacarem e degradarem
rapidamente as particulas ingeridas (Huws et al. 2013). As bactérias, tém enzimas que
convertem os carboidratos fermentesciveis em AG volateis (acidos acético, propiénico
e butirico) funcionando como substrato energético nos ruminantes (Doreau et al. 2016).
Os microrganismos do rdamen transformam os lipidos através de dois processos

distintos: a lipolise e a bioidrogenacao.
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2.1. Lipdlise ruminal

A degradacdo dos lipidos no rimen tem inicio com um processo de hidrolise
denominado de lipélise. Neste processo, as lipases microbianas hidrolisam as ligacdes
éster permitindo a libertacdo de AG (Dawson et al. 1977) e glicerol. A lipélise € uma
etapa necesséria a Bl, uma vez que, a hidrogenacao sé é possivel se existir um grupo
carboxilico livre (Buccioni et al. 2012).

No caso de animais com dietas ricas em cereais e 6leos vegetais, os triglicéridos sao
mais abundantes, sendo hidrolisados predominantemente por lipases microbianas
(Dawson et al. 1977). Quando os animais tém uma dieta a base de pastagem,
predominam os galactolipidos e os fosfolipidos (Harfoot 1981). Dentro dos diversos
microrganismos existentes na populacao ruminal, as bactérias sdo as mais ativas na
lipdlise (Lourenco et al. 2010), com poucas evidéncias de um papel significativo dos
protozoarios e dos fungos, bem como das lipases vegetais (Bauman et al. 2003). As
bactérias mais ativas na lipdlise dos triglicéridos sdo as bactérias da espécie
Anaerovibrio lipolytica e, no caso dos fosfolipidos e dos galactolipidos as bactérias do
género Butyrivibrio spp (Harfoot and Hazlewood 1997).

Existem varios fatores que podem afetar a extensao da lipélise. Num estudo efetuado
por Beam et al. (2000), concluiu-se que a extenséo da lipélise diminui quando o teor de
gordura na dieta aumenta, particularmente quando estes apresentam um elevado ponto
de fusdo. Adicionalmente, Van Nevel e Demeyer (1996), verificaram que a medida que

o pH no rimen baixa, a inibi¢cdo da lipélise aumenta.

2.2. Bioidrogenagao

Como referido anteriormente, a lipolise antecede o processo de bioidrogenacéo e é
necessaria para que este acontega. O objetivo da Bl passa por proteger as bactérias da
toxicidade dos &acidos gordos insaturados (Maia et al. 2010). A bioidrogenacéo consiste
na saturagdo dos AGI através da isomerizagdo em AG trans e da hidrogenagdo das
duplas ligagbes (Jenkins and Bridges 2007). As isomeriza¢des envolvem a alteracdo da
configuracdo geométrica de cis para trans e da posicao das duplas ligacdes, formando
intermediarios como 0s AG trans. Assim, do processo de Bl resultam AG saturados e
AG trans indesejados, que diminuem a quantidade de AGPI disponiveis para absorcéo
no intestino delgado (Harfoot and Hazlewood 1997).

O &cido linoleico e o &cido linolénico sé@o o principal substrato para a bioidrogenacao,
gue é tanto mais rapida quanto maior o grau de insaturacdo (Bauman et al. 2003). Em
animais com dieta a base de pastoreio, 0 substrato para a bioidrogenacéo é o acido
linolénico, uma vez que é o AG mais abundante presente nos glicolipidos e fosfolipidos

das forragens, enquanto que, nos animais aos quais sdo fornecidos suplementos
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lipidicos, o acido linoleico na forma de triglicérido funciona como substrato (Lourenco et
al. 2010).

A semelhanca da lipdlise, as bactérias também tém um papel fundamental na
bioidrogenacdo. As bactérias do rudmen envolvidas na BI, foram inicialmente
classificadas, consoante as sua vias metabdlicas, por Kemp e Lander (1984), em dois
grupos: bactérias do grupo A e B. As bactérias do grupo A séo capazes de hidrogenar
0 C18:2n-6 e 0 C18:3n-3 a C18:1, nomeadamente, C18:1 trans-11 (acido vacénico),
porém sdo incapazes de concluir a Bl dos AG C18:1 a C18:0. As bactérias que
completam a Bl dos C18:1 a C18:0 (acido estearico) pertencem ao grupo B. Assim, para
obter uma Bl completa dos AGPI ambos os grupos de bactérias necessitam de atuar.
Quando os AG nao sao completamente hidrogenados, ocorre a formacgéao de diferentes
compostos intermédios através das diferentes vias de Bl (Figura 2). Segundo Bauman
e Griinari (2003), dois principais intermediarios sdo o trans11-18:1 formado a partir do
AL e do ALN e o CLA cis-9, trans-11 formado a partir da Bl do AL. De facto, inimeros
estudos in vivo, detetaram uma vasta presenca de isomeros C18:1 trans e CLA nos
contetdos ruminais de bovinos e ovinos, o0 que sugere a passagem destes AGPI por
diversas vias metabolicas para além das principais vias de Bl (Jenkins and Bridges
2007). Alteracbes no ambiente ruminal, bem como na composicdo da dieta podem
causar estas mudancas das vias de Bl, resultando em diferencas consideraveis nos AG

intermédios obtidos (Bauman et al. 2003).

Acido linoleico Acido linolénico
C18:2 cis-9, cis-12 C18:3 c¢is-9, cis-12, cis-15
7 ~
' a l’ l A
CLA Acido ruménico CLnA CLnA
C18:2 trans-10, cis-12 CLA cis-9, trans-11 C18:3 cis-9, trans-11, ¢is-15 C18:3 trans-10, cis-12, cis-15

’ | | .

Acido vacénico

C18:1 trans-10 C18:1 trans-11 s C18:2 frans-11, cis15  C18:2 trans-10, cis-15

- l’ 1 / I

=~ \ 4

~ o
~ C18:1 trans-15 C18:1 cis-15 C181 trans-10
~
~ { -
- B
Acido estearico 4
c18:0

Figura 2. Principais vias do metabolismo ruminal do &cido linoleico e do acido
linolénico; onde as setas continuas identificam o processo em condi¢8es normais e as
setas descontinuas representam vias alternativas provocadas, neste caso, por baixo
pH e/ou dieta rica em amido e suplementada com AGI. [Adaptado de Ferlay et al.
(2017)]
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Apesar das bactérias serem as principais intervenientes na Bl, acredita-se que cerca de
metade da biomassa microbiana no rimen sdo protozoarios (Williams and Coleman
1992), representando uma importante fonte de AGPI, CLA e C18:1 trans-11 para
incorporacdo na carne e no leite. Os fungos, apesar de representarem pouco peso ha
biomassa microbiana, podem contribuir significativamente para o metabolismo global,
para além de conterem uma composicdo alta de C18:1 (Kemp et al. 1984).
Adicionalmente, tém uma participacao direta na producdo C18:2 trans-11 a partir da Bl
do AL e do ALN (Nam and Garnsworthy 2007).

Vérios fatores que afetam a lipGlise, também tém um efeito direto na Bl, nomeadamente
a quantidade e tipo de gordura adicionados a dieta, que afetam a Bl dos lipidos no rimen
(Buccioni et al. 2012). Adicionalmente, a qualidade da forragem (homeadamente o
estado de maturacdo e teor de N), area superficial das particulas alimentares e
modificagbes na estrutura das moléculas dos lipidos, fazem variar as taxas de

hidrogenacéo (Jenkins 1993).

3. Importéncia da protecdao lipidica

A maioria dos AGPI na dieta dos ruminantes, sdo convertidos em produtos mais
hidrogenados no processo de Bl ruminal, o que leva a perda das suas propriedades
benéficas antes que possam ser absorvidos no intestino delgado (Gadeyne et al. 2017).
Como forma de impedir que esta degradacdo aconteca, tém vindo a ser estudadas
diversas tecnologias que protejam os AGPI e possibilitem a sua absorcdo e
incorporacdo nos produtos dos ruminantes. Quando se fala em protecdo dos AG no
rimen, fala-se fundamentalmente em proteger os dois AG essenciais: o acido linoleico
e o0 acido linolénico (Jenkins and Bridges 2007). De facto, Doreau et al. (2015), referem
gue quando se utilizam fontes de AGPI n-3 sem qualquer tipo de protecéo, o leite e a
carne ndo atingem concentracdes consideradas pela Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA 2009) que permitam a sua identificagcdo como “fonte
de” ou “rico em” AGPI n-3.

A gordura do leite constitui cerca de 75% da gordura total consumida através dos
produtos ruminantes (Chilliard et al. 2000), sendo que 25-35% do total de gorduras
saturadas ingeridas provém dos lacticinios (O’Donnell 1993). Grande parte dos lipidos
presentes na dieta dos ruminantes sdo naturalmente enriquecidos em AL e ALN,
contudo, devido as transformagdes sofridas nos processos de lipdlise e BI, a proporgéo
de AGPI n-3 na gordura do leite é relativamente baixa (Gawad et al. 2015). Os AG n-3
representam menos de 0,5% no total dos AG presentes na gordura do leite, sendo

maioritariamente ALN (Jensen 2002). No entanto, varios estudos demonstraram que é
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possivel aumentar os AG n-3 no leite através da suplementacao lipidica na dieta dos
animais.

O acido eicosapentaendico (C20:5n-3) e o 4cido docosahexaendico (C22:6n-3) sdo
exemplos de AGPI de cadeia longa, que tém como percursor o ALN (C18:3n-3). Um
estudo efetuado, com bovinos leiteiros, por Petit e Twagiramungu (2006), demostrou
gue quando os animais foram suplementados com DHA e EPA, a sua performance
reprodutiva melhorou, uma vez que, a taxa de fertilidade aumentou.

Posto isto, 0 que se pretende atingir com as tecnologias de protecao de lipidos € uma
melhoraria do perfil lipidico dos produtos dos ruminantes, através da diminuicdo do teor
de AGS e do aumento do teor de AG n-3. Estas tecnologias sdo uma solug¢éo importante
como forma de proteger os AG do metabolismo ruminal, nomeadamente os AGPI, e
garantir a acumulacao e absor¢éo dos produtos intermédios da Bl. Adicionalmente, com
a utilizacao de tecnologias eficazes torna-se possivel, através da suplementacao,
proteger as propriedades benéficas que estes possuem, tanto para a saude animal

como para a saude humana.

4. Tecnologias de protecédo de lipidos

As tecnologias de protecdo de lipidos surgem da necessidade de combater a extensa
bioidrogenacdo dos AGPI no rimen, permitindo o bypass dos lipidos e a sua posterior
absorcao. Adicionalmente, garantem que determinados acidos gordos insaturados (AGI)
especificos sejam fornecidos ao organismo quando a sua necessidade excede a
guantidade resultante da degradacédo ruminal (Jenkins and Bridges 2007). Para que
estas tecnologias sejam eficazes, ap6s o bypass dos lipidos, tém de permitir que os
AGPI sejam libertados para possibilitar a sua absorc¢do no intestino, entrada no sistema
linfatico e transferéncia para os tecidos periféricos (Figura 3) (Gadeyne et al. 2017).
Segundo Jenkins e Bridges (2007), para uma tecnologia de protecdo de lipidos ser
eficiente tem de fornecer um fluxo consistente de AGI ao duodeno, uma adequada
libertacdo e absor¢do no intestino e interferir o menos possivel com a fermentagdo no
ramen. InUmeras tecnologias tém vindo a ser estudadas de modo a cumprir 0s requisitos
anteriormente descritos e simultaneamente a contornar o problema da Bl no rimen. No
entanto, muitas destas tecnologias utilizam produtos prejudiciais, sdo dispendiosas ou
ndo séo consistentes o suficiente ao nivel da prote¢do ruminal.

Das tecnologias mais frequentemente descritas na literatura destacam-se as que
funcionam através da alterac@o da estrutura dos AG e as que utilizam uma técnica de

encapsulagdo dos AGI numa capsula resistente ao ataque microbiano.
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Figura 3. Comparacéo entre o efeito da bioidrogenacao ruminal numa fonte lipidica ndo protegida
[A] e utilizando uma tecnologia de protegéo lipidica [B]; em que P representa os AGPl e S
representa os AGS. [Adaptado de Gadeyne et al. (2017)]

4.1. Alteracdo da estrutura
A alteracdo da estrutura dos AG consiste em impedir que as enzimas microbianas
ataquem o grupo carboxilico livre. Este grupo pode ser bloqueado através de ligacdes
ionicas com o célcio (sais de célcio) ou através da reacado dos AG com amidas, sendo
gue ambos sofrem uma degradacgéo depois da passagem pelo ramen para os AGI serem

libertados e absorvidos (Jenkins and Bridges 2007).

4.1.1. Sais calcicos
Os sais de célcio (Ca) sdo sabdes formados a partir da ligacédo idnica entre o grupo
carboxilico livre e os ibes de Ca (Gadeyne et al. 2017). O estudo de Palmquist e Jenkins
(1987) defende que o carater insoltuvel dos ides de Ca permite o eficiente bypass no
rimen, protegendo os sais de célcio de AG contra a Bl. Estes sais dissociam-se depois
no abomaso quando o pH baixa, uma vez que a constante de dissociacdo (pKa) do Ca
varia entre 4,5 e 6 (Sukhija and Palmquist 1990), permitindo a absorcdo dos AG no
intestino delgado. Porém, a formacéao destes sais, quando incompleta, pode deixar AGI
livres que ficaram por reagir e levar a formacao de massas que coagulam devido ao seu
baixo ponto de fusdo (Strohmaier et al. 2005). Outra desvantagem esta relacionada com

0 numero de insaturagBes dos AG ser limitante, uma vez que o pKa depende deste, isto
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€, quanto maior for o nimero de insatura¢des, maior dissociacdo pode ocorrer (Sukhija
and Palmquist 1990). Adicionalmente, a dissociacdo também podera ocorrer quando o
pH é inferior a 6,3 (Van Nevel and Demeyer 1996), expondo os AG as isomerases
bacterianas. O facto de os sais de calcio requererem AG livres contribui, também,
negativamente pois acresce o valor da sua obtencdo, tornando o processo mais

dispendioso a nivel econémico.

4.1.2. Amidas

Outro método que envolve a alteracéo da estrutura dos lipidos é a ligacdo de uma fonte
de AGI a amidas que, a semelhanca da formacédo de sais de Ca, necessitam de AG
livres. Esta ligacao resiste a degradacdo microbiana, permitindo a passagem dos AGI
pelo rimen sem perderem a insaturagdo. Tal acontece, devido ao impedimento estérico
em torno da ligagdo com o grupo amida que impede 0 acesso as enzimas microbianas
(Jenkins and Bridges 2007).

Posto isto, apesar da utilizacdo de sais de Ca e amidas poder ser uma solucdo para
contornar o ataque microbiano no raimen, ambos apresentam inconvenientes que tém

de ser considerados.

4.2. Encapsulacéo
Nas técnicas de encapsulacédo, tal como o nome indica, os AGI séo revestidos por uma
camada protetora que impede o0 acesso das bactérias responséaveis pela Bl aos AG. Um
dos métodos utilizados é a encapsulagdo dos AGI utilizando aldeidos, emulsificando
previamente os lipidos com proteinas (Scott and Hills 1975). A degradacéo dos lipidos
€ impedida devido a matriz de proteinas cruzadas que se forma, sendo depois permitida
quando chega ao abomaso, libertando os lipidos protegidos para que estes consigam
ser digeridos e absorvidos no intestino. O aldeido mais comumente utilizado é o
formaldeido, no entanto, é considerado pela Unido Europeia como um produto nocivo e
a sua utlizacdo esta proibida (Regulamento de execucdo (UE) n° 2018/183 da
Comisséo de 7 de fevereiro de 2018), uma vez que, € uma substancia téxica podendo
provocar lesdes graves. Para além deste facto, o resultado da utilizacdo do formaldeido
é dificil de prever porque este pode reagir com outros nutrientes para além das
proteinas, pois, a sua acdo nao é direcionada (Jones 1972). Assim, e apesar do
tratamento com formaldeido ser considerado dos mais eficientes, o elevado custo, as
suas limitacBes de utilizacdo e a presenca de possiveis residuos nos produtos animais,

limitam fortemente a sua aplicacéo (Doreau et al. 2016).
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Para além da utlizacdo da encapsulacdo com aldeidos, utilizam-se ainda a
encapsulacado com capsulas de gel de matriz proteica, a encapsulacao em matriz lipidica
de alto ponto de fusdo ou a encapsulacdo em matriz proteica-fendlica.

Rosenberg e Depeters (2010) descreveram uma técnica de encapsulacao com cipsulas
de gel de matriz proteica. Esta técnica consiste na emulsdo de lipidos numa matriz
proteica, que quando aquecida a temperaturas entre 80-125°C produzem um gel com
efeito protetor contra a degradacdo no rumen. Contudo, as emulsbes, por conterem
grandes quantidades de agua, apresentam um tempo de vida atil baixo que pode pbr
em causa a qualidade do produto, limitando a sua utilizacdo e producdo em grande
escala (van Vuuren et al. 2010).

A encapsulacdo em matriz lipidica de alto ponto de fuséo incorpora AG com alto ponto
de fuséo, geralmente superiores ao da prépria matriz. Todavia este método tem baixa
carga util de material ativo e a sua libertagéo e absorcao apds a passagem no rimen é
limitada, sendo inversamente proporcional ao seu grau de protecdo (Wu and Papas
1997). Quanto a encapsulacdo em matriz proteica-fendlica, a protecédo dos AGI requer
pequenas quantidades de proteina para cobrir as emulsées lipidicas, no entanto, um
mediador fendlico pode ser necessario para aumentar estabilidade do processo
(Gadeyne et al. 2017).

4.3. Outras tecnologias estudadas

Para além das tecnologias mais descritas na literatura e acima enunciadas, diversas
outras tecnologias tém vindo a ser estudadas com o objetivo de aumentar a
concentracdo de AGI absorvidos. No entanto, por apresentarem baixos niveis de
protecao, terem sido pouco estudadas ou apenas terem sido realizados estudos in vitro,
0 seu grau de eficiéncia necessita de comprovacédo adicional.

Um método proposto por Richardsnon (1992), baseou-se na protecdo dos AGPI através
de capsulas proteicas onde as proteinas se ligam a acUcares redutores. Mais
recentemente, Vanvolsem (2010) propds a extrusdo de sementes de linhaca na
presenca de um acucar redutor como forma de aumentar a concentracdo de AGPI no
leite. Outras técnicas de encapsulacdo como a utilizacdo de microesferas de polimeros
(Jenkins and Bridges 2007), encapsulacéo utilizando 6leo de linhaca (Gawad et al. 2015)
ou a nano encapsulacédo de CLA (Heo et al. 2016) foram estudadas como forma de
contornar a BI, demostrando algum potencial de evolugcdo, embora apresentem,

também, os seus inconvenientes.
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4.4, Efeito das diferentes tecnologias na alteragcéo do perfil lipidico do leite
De acordo com uma revisdo das tecnologias de protecdo de lipidos realizada por
Gadeyne et al. (2017), salientam-se dois métodos de encapsula¢cdo como sendo 0s mais
promissores: a utilizacdo de formaldeidos e as capsulas de gel de matriz proteica
(Quadro 5). Segundo um estudo de Gulati et al. (2005), utilizando sementes de
oleaginosas protegidas com formaldeido, obteve-se uma percentagem entre 25-44% de
acido linoleico (C18:2n-6) e uma percentagem entre 19-24% de &cido linolénico
(C18:3n-3) transferidos da dieta para o leite. Outro estudo, onde se forneceu semente
de colza tratada com formaldeido a vacas Holstein, verificou-se que a propor¢ao de
AGMI e AGPI C18 aumentou significativamente (cerca de 54%), nomeadamente o 4cido
oleico (de 23,8 para 29,2%), enquanto que a proporcdo de AGS reduziu
significativamente (Ashes et al. 1992).

Num estudo comparativo entre a utilizacao de CLA protegidos com formaldeido e CLA
protegidos com sais de calcio, observou-se que a transferéncia da dieta para o leite de
CLA trans-10, cis-12 foi de 7% no caso do formaldeido e de 3,2% no caso dos sais de
calcio (De Veth et al. 2005). No entanto, como ja referido, devido a sua toxicidade a
utilizacdo de formaldeidos é bastante limitada e até restrita na UE, 0 que impede
fortemente a utilizacdo deste composto como forma de protecdo dos AG contra a
degradacédo no rumen.

Posto isto, a utilizagdo de capsulas de gel de matriz proteica surge como melhor
alternativa, apresentando valores semelhantes e com menos limitagdes. Num estudo
efetuado por Carroll et al. (2006) em bovinos leiteiros, utilizando 6leo de soja
encapsulado numa matriz proteica, obteve-se uma percentagem de eficiéncia de
transferéncia para o leite de 30,1% para o C18:2n-6, ap0s apenas uma semana de
administracdo do suplemento e comparando com 06leo de soja sem prote¢éo. O efeito
da protecao lipidica a longo prazo foi demonstrado por van Vuuren et al. (2010), apos
administracdo durante 10 semanas de um suplemento com 6leo de soja e linho
protegidos, onde o teor de AG C18 na gordura do leite aumentou e a eficiéncia da
transferéncia de C18:3n-3 da dieta para o leite foi cerca de 19%. Adicionalmente, Heguy
et al. (2006) alcancaram uma percentagem de 43% de eficiéncia de transferéncia para
o C18:3n-3 quando introduziu soro de proteina isolada de 6leo de soja/linho.

Estas tecnologias, quando comparadas com a utilizacdo de sais de célcio, amidas ou
encapsulacdo em matriz lipidica de alto ponto de fusdo, apresentam valores muito
superiores de transferéncia de AGPI da dieta para o leite. De facto, no estudo de
Chouinard et al. (1998), verificou-se que ao fornecer sais de calcio de 6leo de soja (rico
em &cido linoleico) ou de 6leo de linho (rico em acido linolénico), a bovinos leiteiros, ndo

se verificou um efeito significativo desses AG no leite. Adicionalmente, Theurer et al.
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(2009), apuraram que ao fornecer sais de calcio de 6leo de palma ricos em AGPI houve
um aumento limitado de AL, porém n&o se verificou um aumento no teor de ALN ou de
acido oleico, quando comparado com animais aos quais ndo foi administrado o
suplemento.

Num estudo onde foram utilizados simultaneamente sais de calcio e amidas (Lundy et
al. 2004), as amidas provaram ser mais eficientes do que 0s sais de calcio no aumento
do fluxo de AG poés-ruminal, em particular do acido oleico. Perfield et al. (2004),
verificaram eficiéncias semelhantes na transferéncia para o leite de trans-10, cis-12 CLA
em suplementos protegidos com amidas (7,1%) e encapsulacdo em matriz lipidica
(7,9%).

Quadro 5. Principais tecnologias de protecao de lipidos referidas na literatura e o seu papel na
transferéncia de AGPI da dieta para o leite. [Adaptado de Gadeyne et al. (2017)]

Tecnologi~a Fontg . AGPI % Transf. %Transf. Referéncia

de protecao de Lipidos Testado Suplemento!  Controlo?

Sais de calcio Oleo de linho C18:3n-3 0,67 - Chouinard et al. (1998)
Oleo de palma C18:2n-6 13,2 - Theurer et al. (2009)
CLA CLA trans-10,cis-12 3,2 n.d. De Veth et al. (2005)
Oleo de soja C18:2n-6 6,5 6,9 Lundy et al. (2004)

Amidas Oleo de soja C18:2n-6 5,5 6,9 Lundy et al. (2004)
CLA CLA trans-10,cis-12 7,1 n.d. Perfield et al. (2004)

Formaldeido Oleo de colza/soja C18:2n-6 25-44 - Gulati et al. (2005)
Oleo de soja/linho C18:3n-3 19-24 - Gulati et al. (2005)
CLA CLA trans-10,cis-12 7,0 n.d. De Veth et al. (2005)

Cépsulas de CLA CLA trans-10,cis-12 7.9 n.d. Perfield et al. (2004)

matriz lipidica de

alto ponto de

fuséo

Céapsulas de gel | Oleo de soja C18:2n-6 46-69 22-37 Carroll et al. (2006)

de matriz proteica | Oleo de soja/linho  C18:3n-3 13-19 - van Vuuren et al. (2010)

Percentagem de AG protegidos transferidos para o leite calculada através da férmula:

2Percentagem de AG n&o protegidos transferidos para o leite; n.d. — ndo detetado
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MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado no ambito do projeto NAT- Omega3, coordenado pela
FMV — ULisboa (CIISA) e tendo como parceiros uma cooperativa leiteira (VIVALEITE —
Cooperativa de Produtores de Leite, Crl), uma fabrica de alimentos compostos para
animais (EUROCEREAL — Comercializacdo de Produtos Agro-Pecuarios S.A.) e uma
empresa de produco e distribuicéio de lacticinios (TERRA ALEGRE LACTICINIOS S.A.,
grupo Jerénimo Martins). O principal objetivo do projeto passa pelo desenvolvimento de
produtos lacteos (leite e seus derivados) naturalmente enriquecidos em &cidos gordos
polinsaturados (cadeia 6mega-3), por via da alimentacao das vacas leiteiras.

Numa fase inicial do projeto, realizaram-se ensaios preliminares in vitro onde se testou
a eficacia na protecdo contra a bioidrogenacdo de varios protétipos de produtos.
Concluiu-se que um desses produtos testados era promissor e esse produto foi, entao,
selecionado para ser testado in vivo no presente estudo.

1. Animais e delineamento experimental

O procedimento experimental realizou-se na exploracdo pecuaria Bardo & Barao, Lda,
localizada na regido de Benavente, especializada na producéo de leite de vaca e cabra.
A exploracao conta com um efetivo de cerca de 1000 bovinos da raga Holstein-Frisia,
dos quais 550 em producéo, e de 2000 caprinos das racas Saanen e Alpine (1300 em
producao). A producéo de forragens, destinadas a alimentagéo do efetivo, tem lugar nos
600 hectares de area regada inerentes a exploracdo. Deste modo, todo 0 processo
produtivo do leite tem lugar nas proprias instalacdes, desde a recria dos animais, a
producdo de forragens e transporte do leite. Para além da producgdo leiteira esta
exploracdo, dedica-se desde 2014, a produgdo de bovinos aleitantes cruzados de
Limousine, em regime extensivo, contando atualmente com um efetivo de cerca de 500
animais. Os valores da empresa passam pela preocupacdo com o bem-estar animal,
sustentabilidade, qualidade dos produtos e inovacéo.

Os animais que participaram no estudo foram selecionados do grupo das 550 vacas
Holstein-Frisia em producdo. Este grupo esta inserido num sistema de producao
intensivo, no qual se realizam trés ordenhas diarias e a média de producao de leite ronda
0s 13800L/vaca/305 dias de lactacao.

Selecionaram-se 60 vacas no periodo pos-parto sem condi¢des clinicas a registar, isto
€, que ndo manifestaram sinais de doencas puerperais apés o0 parto. As vacas que
sofreram distocia, retencdo de membranas fetais, mamites, metrites, hipocalcemia,

cetose ou claudicacao, apds o parto, ndo integraram o estudo. Os animais entraram no
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estudo aos 11 + 0,3 dias em lactacéo (DEL) e foram divididos em dois grupos distintos
(grupo 1- controlo; grupo 2- NatOmega-3), onde ambos incluiram igual nimero de vacas
primiparas e multiparas. Ao grupo de controlo administrou-se um suplemento com AGS
e ao outro grupo um suplemento com uma fonte de 6leo de linho encapsulada

(NatOmega-3). O periodo de suplementacédo teve uma duracéo de 9 semanas.

1.1. Composic¢ao e administragdo dos suplementos

Os dois grupos de animais foram colocados no mesmo parque durante o periodo do
estudo, onde tinham acesso livre ao sistema de alimentacao automatico, através do qual
o suplemento era fornecido. Nos 11 dias posteriores ao parto, todos os animais
receberam a mesma dieta completa, formulada no TMR (Total Mixed Ration), com uma
ingestao de matéria seca (MS) de 26,8 kg (vaca/dia). Apds este periodo, iniciou-se a
administracado individual dos suplementos através do sistema automatico DairyFeed C-
8000 (GEA Farm Technologies, Bonen, Germany), que permite a identificacdo
eletrénica de cada vaca e a medicdo do seu consumo de suplemento. O Quadro 6
apresenta a composicao quimica da dieta do TMR, bem como, dos dois suplementos
fornecidos aos animais.

Cada vaca recebeu, na totalidade, 1,2 kg/dia do respetivo suplemento, distribuido em
guatro doses de 0,3 kg. O grupo que recebeu o suplemento enriquecido em 6mega-3
teve um fornecimento de 102 g/dia de acido a-linolénico (38 g provenientes do TMR e

64 g do suplemento), enquanto o grupo de controlo recebeu apenas o0s 38 g do TMR.
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Quadro 6. Composicao quimica do TMR e dos suplementos (controlo e NatOmega-3).

TMR Controlo NatOmega-3
Ingredientes kg/dia
Silagem de milho 24 - -
Silagem de azevém - -
Farinha de cevada - -
Levedura de cerveja 4 - -
Bagaco de soja 3,9 - -
Melago de beterraba 1 - -
Farelo de arroz 1 - -
Farinha de palma 1,07 - -
Acido palmitico 98% 0,285 - -
Minerais e vitaminas 0,75 - -
Perfil nutricional % de MS
% MS 51,6 90,7 91
Proteina bruta 16,85 14,7 13,45
Gordura bruta 4,3 15,6 14,6
Amido 26,4 18,4 20,6
Fibra neutro-detergente (NDF) 32,5 21,4 20
Fibra acido-detergente (ADF) 18,9 - -
Lenhina acido-detergente (ADL) 2,9 - -
Cinza 8,6 10,2 11,4
Contetdo de acidos gordos (g/100 g de gordura bruta)

C14:0 0,91 15 0,1
C16:0 43,42 46,5 53
C18:0 3,63 47,5 30,8
C18:1 cis-9 17,83 4,5 11,8
C18:1 cis-11 1,38 - 0,4
C18:2n-6 28,54 - 10,5
C18:3n-3 3,32 - 40
C20:0 0,38 - 0,6
Outros 0,59 - 0,5
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1.2. Recolha e processamento das amostras

O estudo teve inicio no dia 11 pds-parto, sendo cada vaca suplementada durante 9
semanas, periodo durante o qual foram recolhidas duas amostras de leite
semanalmente por vaca. As amostras recolheram-se automaticamente na sala de
ordenha, pela equipa envolvida no estudo, apos se efetuar o procedimento pré-ordenha
e corresponderam a ordenha da tarde (22 ordenha). Esta recolha fez-se para tubos de
50 mL, com conservante em bronopol (0,043 mL/tubo), para posterior andlise da
composicao do leite. Ap6s obtencdo das duas amostras de leite por animal, uma das
amostras foi encaminhada para a ALIP — Associacdo Interprofissional do Leite e
Lacticinios (Lousada, Portugal) onde se fez uma andlise quimica, focando-se nos
seguintes dados: teor de matéria gorda, matéria proteica, extrato seco desengordurado,
contagem de células somaticas e lactose. A outra amostra do respetivo animal, foi
utilizada para analise do perfil de acidos gordos no laboratério de Sistemas de Producéo
Animal (CIISA, FMV U-Lisboa).

Para além da recolha de amostras de leite obteve-se também informacéo, através do
software utilizado na gestdo da exploragéo, da producéo e ingestdo individual diaria de
suplementos de cada vaca, de modo a obter a respetiva producéo e ingestdo semanal.

2. Analise das amostras

Para efetuar a andlise do perfil de AG no leite, as amostras recolhidas na exploracao
foram encaminhadas para o laboratério do CIISA, devidamente acondicionadas. Os
procedimentos efetuados passaram por: centrifugacéo, transesterificacdo da gordura do

leite e cromatografia gasosa.

2.1. Centrifugacéo
A centrifugacdo das amostras teve como objetivo a separagdo entre o soro e a nata do
leite, por forma a retirar-se a nata. Os tubos com as amostras foram colocados numa
centrifuga (Shingh 2014 JDS) a 3000 g, durante 30 minutos, a uma temperatura de 4°C.
Ap6s a centrifugacdo, com a ajuda de uma espatula, transferiu-se a nata do leite para
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL devidamente identificados com o numero do cédigo
correspondente a cada animal e o0 nimero da semana em que a amostra foi recolhida.

Armazenou-se depois 0s tubos microcentrifuga a -80°C até nova analise.

2.2. Transesterificacdo da gordura do leite
Os acidos gordos foram metilados através do procedimento de transesterificacdo direta

da gordura do leite (Anexo 1) e de acordo com 0 método descrito por Rego et al. (2009).

25



Comecgou-se por retirar os tubos de microcentrifuga do congelador, para que pudessem
atingir uma temperatura ambiente que permitisse manipular a amostra. Para cada
amostra atribuiu-se um tubo de ensaio identificado com o cddigo correspondente ao
animal e a semana de recolha da amostra. Pesou-se huma balanca analitica (Kern AEJ,
Balingen, Germany) 50 mg de gordura de leite, dentro do tubo de ensaio correspondente
a amostra e fechou-se com uma tampa. De seguida, adicionou-se 2 mL de n-hexano e
0,2 mL de solucdo de hidréxido de potassio (2N em metanol) a cada tubo e agitou-se
em vortex (Heidolph multi-tube, Heidolph Instruments GmbH & CO. KG) durante 1 hora.
Passado o periodo de agitacdo, com uma pipeta de Pasteur adicionou-se duas gotas de
acido acético glacial e agitou-se novamente durante 10 segundos no vortex. Com o
auxilio de uma colher adicionou-se, aproximadamente, 0,5 g de sulfato de sédio anidro
e agitou-se mais uma vez no vortex por 30 segundos para secar a fase organica. Em
seguida, centrifugou-se durante 5 minutos e retirou-se a fase de n-hexano
(sobrenadante) com uma pipeta de Pasteur, cautelosamente de forma a nao
ressuspender o sulfato de sddio. Transferiu-se o contetdo da pipeta para um recipiente
(igualmente identificado) de cromatografia gasosa (CG) e fechou-se bem para evitar a
evaporacdo dos acidos gordos de cadeia curta. Conservou-se 0s recipientes
devidamente acondicionados numa arca frigorifica a -20°C até posterior analise por

cromatografia gasosa.

2.3. Cromatografia gasosa
Os acidos gordos na forma de ésteres metilicos foram analisados por cromatografia
gasosa com detecdo por ionizacdo de chama (GC-FID) no equipamento Shimadzu
QP2010-plus (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com uma coluna capilar de silica-
fundida (SP-2560, 100 m x 0,25 mm x 0,20 um, Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Durante
a andlise o injetor foi mantido a 220°C e o detetor a 250°C. Utilizou-se hélio como gas
de arraste a fluxo constante de 1 mL/min e injetou-se 1 pL de amostra. A temperatura
do forno foi programada para iniciar a 50°C, mantendo-se a esta temperatura durante 1
min, subindo posteriormente até aos 175°C a 50°C/min. Manteve-se a esta temperatura
durante 35 min e finalmente aumentou-se a 2°C/min até aos 220°C onde se manteve
durante 30 minutos. A identificacdo dos acidos gordos foi feita por compara¢do com
padrBes comerciais (FAME mix 37 components, Supelco Inc., Bellefont, PA, USA). As
areas dos picos foram corrigidas pela utilizacdo de fatores de correcao tedricos de
acordo com Ackman (2002). Por fim, os acidos gordos foram expressos em
percentagem do total de acidos gordos identificados (g/100 g total AG). Recorreu-se,
ainda, ao programa GCsolution (Version 2.41.00, Shimadzu, 2000-2011) para analisar

0s cromatogramas (Anexo 2).
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3. Andlise Estatistica

Todos os dados recolhidos foram organizados em folhas de Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, WA). Os dados dos acidos gordos do leite foram analisados
utilizando o Procedimento Mixed do SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) com um
modelo de medidas repetidas no animal, ao longo das 9 semanas, utilizando a estrutura
de covariancia AR(1) e incluindo o efeito do dia de lactacdo (DEL) e da ingestdo de
suplemento (ING) como variaveis independentes continuas e o efeito da paridade (PM,
primipara vs. multipara) e do tratamento (TRAT, tipo de suplemento, Controlo vs.
NatOmega-3) como variaveis independentes categoricas e respetivas interagdes. Dada
a grande variabilidade na ingestdo dos suplementos, o efeito do tipo de suplemento
confundia-se com o efeito da quantidade de suplemento ingerida, pelo que, foi a
interacdo entre estas duas variaveis que melhor captou o efeito em estudo na presente
experiéncia. As restantes interacdes, incluindo DEL*DEL (efeito quadratico do dia de
lactacdo) ndo foram significativas e sairam dos modelos. Assim, os modelos foram
simplificados utilizando apenas os efeitos DEL, PM e ING*TRAT. As médias ajustadas
(LSMEANS) para os 2 niveis do efeito fixo PM e os declives para os efeitos do DEL e
ING*TRAT, respetivos erros padréo e valores de P foram apresentados em tabela.

Os modelos utilizados para os dados de producgéo de leite e de gordura do leite foram
semelhantes, mas incluiram o efeito DEL*DEL. Para o modelo da gordura do leite, o
efeito isolado do TRAT manteve-se no modelo, uma vez que era significativo (P<0,05).
Calcularam-se ainda os indices da delta 9 dessaturase (SCD) através da seguinte
férmula: [produto da delta-9 dessaturase] / [produto da delta-9 dessaturase + substrato

da delta-9 dessaturase].
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Paridade Trat*Ing Valor P
o . Dia Dia*Dia ) o
Primiparas Multiparas Controlo = NatOmega-3 P_M Dia Dia*Dia Trat*Ing
Pg‘é"lgﬁf 297,47 382,41 4368  -0,036 0,236 0,988 <0,001 = <0,001  <0,001 0,155

Gordura
do leite

RESULTADOS

1. Producéo de Leite

No Quadro 7 apresentam-se os resultados obtidos para a producéo de leite. Verificou-
se um efeito significativo (P<0,001) da paridade na producéo de leite, expressa em litros
por semana, sendo superior nas multiparas, quando comparada com as primiparas. Os
efeitos linear e quadratico dos dias em lactacdo foram também significativos (ambos
P<0,001), sendo o declive linear positivo e 0 quadratico negativo. Quanto ao efeito da
interacdo dos tratamentos e da ingestdo (Trat*Ing), ndo foi significativo (P=0,155) na

producéo de leite.

Quadro 7. Efeito da paridade (P_M), dos dias em lactacdo (Dia) e da interag&o entre os diferentes

tratamentos e a ingestdo (Trat*Ing), na producéo de leite semanal.

2. Teor de gordura no leite

O teor de gordura do leite (Quadro 8) néo diferiu significativamente (P > 0,05) entre
primiparas e multiparas apresentando um valor médio de 3,84 % no leite. Observaram-
se efeitos linear e quadratico significativos (P<0,05) dos dias em lactacdo na
percentagem de gordura do leite, sendo que ao contrario do que se observou para a
producdo de leite, o declive linear é negativo moderado por um declive quadratico
positivo. A interacdo entre a ingestdo do suplemento e o tipo de suplemento néo foi
significativa, mas observou-se um efeito significativo do tratamento, independentemente
da sua ingestdo, sendo superior com o NatOmega-3 em comparagdo com o Controlo
(3,96 vs. 3,71%).

Quadro 8. Efeito da paridade (P_M), dos dias em lactagdo (Dia), do efeito isolado do tratamento

(Trat) e da interacdo entre os diferentes tratamentos e a ingestéo (Trat*Ing), no teor de gordura
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do leite.
Paridade Dia* Trat Trat*Ing Valor P
. ia
P M Dia Dia Controlo = NatOmega-3 = Controlo = NatOmega-3 P_M Dia Dia* Trat
Dia
3,78 3,89 -0,039 0,0003 3,71 3,96 0,015 -0,022 0,331 0,005 0,049 0,023

Trat*
Ing

0,580



3. Perfil de acidos gordos

Os resultados obtidos relativos aos acidos gordos do leite apresentam-se no Quadro 9.
Para cada acido gordo, avaliou-se o efeito da paridade (primiparas vs. multiparas), o
efeito dos dias em lactacdo (Dia) e o efeito da ingestdo dos diferentes suplementos
(Trat*Ing, Controlo vs. NatOmega-3). Calcularam-se os indices dessaturase para 0s
pares C12:0/C12:1c9, C14:0/C14:1c9, C16:0/C16:1c9 e C17:0/C17:1c9, por forma a

compreender a atividade da delta-9 dessaturase.

3.1. Efeito da paridade

Em relacdo ao efeito da paridade, do total de sessenta e seis 4cidos gordos analisados,
verificou-se um efeito significativo (P<0,05) para trinta, sendo que desses, 18 AG
apresentaram valores mais reduzidos nas primiparas em relagdo as multiparas e os
restantes 12 AG o oposto.

As amostras de leite das primiparas apresentaram maior (P <0,05) percentagem de
C4.0, i-C14.0, i-C15:0, i-C16:0, i-C18:0, C18:0, C18:1t11, C18:1t16/c14, CLA-c9t11,
C18:3n-3, C20:0 e C22:0 do que o leites da multiparas. Por sua vez o C9:0,
C11:0/C10:1c9, C12:0, C12:1c9, C13:0, C14:0, C14:1c9, C15:0, C16:1c7, C16:1c9,
C17:1c9, C18:1t10, C18:1c11, C18:1c13, C18:2t8c13/cot15, C18:2¢co9t12, C18:2t9c12, e
CLA-tt, apresentaram maior percentagem nas multiparas que nas primiparas.
Verificou-se um efeito significativo da paridade em todos os indices da delta-9

dessaturase, sendo superior nas multiparas para todos.

3.2. Efeito dos dias em lactagéo

Quanto ao efeito dos dias em lactacdo (DEL) no perfil de &cidos gordos no leite,
observou-se que dos 66 AG identificados 16 aumentaram e 18 reduziram as suas
propor¢des com os DEL. Dos AG que aumentaram com os DEL destacam-se o C10:0,
C11:0/C10:1c9, C12:0, a-C13:0, C12:1c9, C13:0, C14:0, i-C15:0, a-C15:0, C14:1c9,
C15:0, C16:0, C16:1c9, C18:1t13/t14, C20:1c9 e CLA-tt. Quanto aos AG que reduziram
as suas proporc¢des temos o C4:0, C17:0, i-C18:0, C17:1c9, C18:0, C18:1t11, C18:1t12,
C18:1c9, Ci18:1cll, C18:1c12, (C18:1cl13, C18:1t16/c14, C18:1c16, C18:2n-6,
C18:2c9c15, C20:0, C20:1c11 e C20:4n-6.

O efeito dos dias em lactacdo nos indices da delta-9 dessaturase nao foram
consistentes tendo SCD14 aumentado e 0 SCD17 diminuido. Quanto ao SCD12 e

SCD16, mostraram-se inalterados ao longo do periodo da lactacdo estudado.
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3.3. Efeito daingestdo dos diferentes tratamentos

O efeito da interacao entre a ingestao do suplemento e o tipo de suplemento (Controlo
ou NatOmega-3) permite-nos evidenciar de que forma variam os AG do leite com a
ingestdo de cada suplemento. Esta interacdo foi significativa para 16 AG, sendo que
desses apenas 6 AG (a-C13:0, i-C18:0, C18:2c9t12, C18:1c16 , CLACc9t1ll e C22:0)
aumentaram com a ingestao do suplemento de controlo; 7 AG (i-C18:0, C18:1t9, C19:0,
C18:2c9t15, C18:2c9t12, C18:3n-3 e CLACY9t1ll) aumentaram com a ingestdo de
NatOmega-3; e 5 AG (C18:2t9c12, C20:2n-6, C18:3c9t11c15/C20:3n-9, C20:3n-3 e
C24:0) diminuiram com a ingestdo de NatOmega-3. ldentificou-se uma tendéncia para
o0 C18:0 (P=0,056) que diminuiu significativamente com a ingestdo do suplemento de
controlo. Em relacdo aos indices da delta-9 dessaturase, observou-se um efeito
significativo para 0 SCD12 e SCD14.
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Quadro 9. Efeito da paridade (P_M), dos dias em lactacdo (Dia) e da interacdo entre a ingestéo e os diferentes tratamentos (Trat*Ing) no perfil de acidos gordos

do leite.
Paridade ) Trat*Ing Valor P
Dia

Primiparas Multiparas Controlo NatOmega-3 P_M Dia Trat*Ing
Acidos Gordos Saturados
C4:.0 2,31 2,00 -0,0066 -0,0009 0,0023 0,024 0,0002 0,965
C6:0 1,64 1,55 -0,0006 0,0074 -0,0066 0,243 0,568 0,306
C8:0 1,01 1,01 0,0013 0,0051 -0,0044 1,000 0,088 0,308
C9:0 0,04 0,06 0,0001 0,0003 0,0003 <0,001 0,099 0,718
C10:0 2,37 2,57 0,0078 0,0100 -0,0148 0,164 0,0003 0,323
C11:0/C10:1c9 0,22 0,27 0,0020 0,0034 0,0009 0,0003 <0,001 0,142
C12:0 3,07 3,43 0,0145 0,0021 -0,0141 0,032 <0,001 0,632
C13:0 0,05 0,07 0,0006 -0,0015 -0,0006 0,0001 <0,001 0,280
C14:0 10,2 11,1 0,001 -0,0015 -0,0006 0,0001 <0,001 0,280
C15:0 0,87 1,01 0,0046 0,0012 0,0135 0,002 <0,001 0,077
C16:0 33,75 34,34 0,0890 0,1007 -0,0487 0,401 <0,001 0,107
C17:0 0,50 0,52 -0,0010 0,00005 0,0024 0,183 <0,001 0,238
C18:.0 11,1 8,44 -0,0694 -0,1150* -0,0352 <0,001 <0,001 0,056
C19:0 0,09 0,09 -0,0001 -0,0012 0,0051* 0,982 0,829 <0,001
C20:0 0,12 0,10 -0,0004 0,0003 -0,0006 <0,001 <0,001 0,576
C22:0 0,032 0,025 -0,00002 0,0021* -0,00002 0,001 0,662 <0,001
C24:0 0,02 0,02 0,00001 0,0006 -0,0006* 0,083 0,670 0,001
Acidos Gordos Ramificados
i-C13:0 0,02 0,01 0,00004 0,0005 0,0003 0,200 0,212 0,224
a-C13:0 0,05 0,06 0,0006 0,0014* 0,0007 0,084 <0,001 0,041
i-C14:0 0,05 0,04 0,00005 0,0008 -0,0001 <0,001 0,407 0,321
i-C15:0 0,13 0,11 0,0003 0,0011 0,0010 <0,001 0,002 0,112
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Quadro 9. (Continuacao) Efeito da paridade (P_M), dos dias em lactacdo (Dia) e da interacdo entre a ingestao e os diferentes tratamentos (Trat*Ing) no perfil

de acidos gordos do leite.

Paridade ) Trat*Ing Valor P
Primiparas Multiparas o8 Controlo NatOmega-3 P_M Dia Trat*Ing

a-C15:0 0,28 0,26 0,0008 0,0021 0,0016 0,053 <0,001 0,090
i-C16:0 0,15 0,11 -0,0001 0,0002 0,0005 <0,001 0,529 0,793
i-C17:0 0,25 0,25 0,0001 0,0004 0,0020 0,903 0,665 0,148
a-C17:0 0,32 0,30 -0,0003 0,0009 0,0015 0,168 0,069 0,262
i-C18:0 0,035 0,029 -0,0003 0,0018* 0,0008* 0,036 <0,001 0,006
Acidos Gordos Monoinsaturados cis

C12:1c9 0,11 0,13 0,0005 -0,0005 0,0024 0,002 0,001 0,072
C14:1c9 0,56 0,83 0,0079 0,0070 0,0020 <0,001 <0,001 0,291
Ci16:1c7 0,16 0,18 -0,0002 0,0010 0,0011 0,001 0,052 0,239
C16:1c9 1,27 1,75 0,0028 0,0142 0,0052 <0,001 0,035 0,184
C17:1c9 0,18 0,23 -0,0008 0,0013 0,0021 0,0001 <0,001 0,178
C18:1c9 21,52 21,15 -0,0889 0,0163 0,0790 0,613 <0,001 0,525
C18:1cl1 0,68 0,78 -0,0023 -0,0015 0,0027 0,005 <0,001 0,531
C18:1c12 0,28 0,26 -0,0013 -0,0012 0,0030 0,103 <0,001 0,075
C18:1c13 0,09 0,11 -0,0005 0,0005 0,0012 <0,001 <0,001 0,274
C18:1c15 0,09 0,11 -0,0001 -0,0027 0,0024 0,174 0,707 0,067
C18:1c16 0,02 0,02 -0,0001 0,0007* -0,0004 0,793 0,034 0,009
C19:1c9/c11 0,02 0,02 0,00003 0,0006 0,0001 0,199 0,425 0,297
C20:1c9 0,07 0,06 0,0003 0,0005 0,0002 0,281 0,005 0,772
C20:1c11 0,05 0,05 -0,0002 -0,0001 0,0003 0,977 0,001 0,705
Acidos Gordos Monoinsaturados trans

C18:1t6/t7/t8 0,26 0,29 -0,0006 -0,0044 0,0016 0,139 0,063 0,135
C18:1t9 0,23 0,24 0,00004 0,0009 0,0032* 0,287 0,795 0,031
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Quadro 9. (Continuacao) Efeito da paridade (P_M), dos dias em lactacdo (Dia) e da interacdo entre a ingestao e os diferentes tratamentos (Trat*Ing) no perfil
de acidos gordos do leite.

Paridade ) Trat*Ing Valor P
Primiparas Multiparas o8 Controlo NatOmega-3 P_M Dia Trat*Ing

C18:1t10 0,69 1,21 0,0033 -0,0205 0,0130 0,004 0,204 0,322
C18:1t11 0,55 0,33 -0,0041 -0,0055 -0,0024 <0,001 <0,001 0,499
C18:1t12 0,31 0,29 -0,0007 0,0010 0,0013 0,051 0,000 0,548
C18:1t13/t14 0,53 0,56 0,0011 0,0007 0,0059 0,142 0,022 0,201
C18:1t16/c14 0,25 0,20 -0,0008 -0,0004 0,0019 <0,001 <0,001 0,209
Acidos Gordos Polinsaturados

C18:2¢9t13/c9t14/ciclo-17/t9t12 0,23 0,26 0,0004 0,0008 0,0011 0,053 0,130 0,654
C18:2t8¢c13/c9t15 0,08 0,09 0,0001 0,0014 0,0016* 0,008 0,173 0,039
C18:2c9t12 0,05 0,06 -0,00004 0,0021* 0,0013* 0,009 0,563 0,001
C18:2t9c12 0,02 0,03 -0,00001 -0,0008 -0,0011* 0,001 0,846 0,008
C18:2t11c15/t10c15 0,04 0,06 0,0001 -0,0019 0,0024* 0,199 0,798 0,022
C18:2n-6 2,04 1,98 -0,0040 -0,0021 0,0018 0,242 <0,001 0,892
C18:2c¢9c15 0,028 0,032 -0,0001 0,0006 0,0001 0,057 0,007 0,537
C18:2c12c15 0,02 0,01 -0,00002 0,0001 -0,0003 0,383 0,600 0,470
C18:3n-6 0,03 0,03 -0,00004 0,0007 -0,0002 0,804 0,423 0,244
C18:3n-3 0,25 0,23 0,0002 0,00002 0,0042* <0,001 0,149 <0,001
CLA-cot11 0,27 0,24 -0,0003 0,0033* 0,0029* 0,002 0,128 0,021
CLA-tt 0,02 0,03 0,0001 0,0004 0,0007 0,003 0,074 0,318
C20:2n-6 0,02 0,02 0,0001 0,0006 -0,0006* 0,383 0,151 0,007
C18:3c9t11c15/C20:3n-9 0,02 0,02 0,00002 -0,00002 -0,0009* 0,589 0,617 0,029
C20:3n-6 0,09 0,10 0,0001 0,0008 -0,0004 0,462 0,337 0,427
C20:3n-3 0,01 0,01 3.929E-7 -0,0001 -0,0006* 0,974 0,991 0,041
C20:4n-6 0,16 0,15 -0,0001 0,0001 -0,0006 0,188 <0,001 0,572
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Quadro 9. (Continuacao) Efeito da paridade (P_M), dos dias em lactacdo (Dia) e da interacdo entre a ingestao e os diferentes tratamentos (Trat*Ing) no perfil

de acidos gordos do leite.

C20:5n-3
C22:5n-3

index desaturase
C12:0/C12:1c9
C14:0/C14:1c9
C16:0/C16:1c9

C17:0/C17:1c9
*efeito significativo

Primiparas

0,02
0,04

0,03
0,05
0,04
0,27

Multiparas

0,02
0,03

0,04
0,07
0,05
0,30

Dia

4.624E-6
-0,00002

-6.35E-6
0,0003
-0,00004
-0,0004
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Controlo
0,0003
0,0003

-0,0002
0,0006*
0,0003
0,0016

Trat*Ing
NatOmega-3
0,0002
-0,0004

0,0008*
0,0004
0,0003
0,0010

P_M
0,303
0,254

0,036
<0,001
<0,001
<0,001

Valor P
Dia Trat*Ing
0,905 0,735
0,753 0,754
0,877 0,008
<0,001 0,038
0,291 0,180
0,022 0,441



DISCUSSAO DE RESULTADOS

1. Producéo e teor de gordura no leite

Analisando os resultados, observou-se que as multiparas apresentaram, em relacéo as
primiparas, maior producéo de leite e semelhante teor de gordura. E bem sabido que a
producao de leite aumenta com o nimero de partos, até cerca da 62 lactacéo, e que a
maior diferenca se observa entre as primiparas e as vacas na segunda lactagdo. Assim,
a generalidade dos estudos, incluindo como exemplo o recentemente publicado por Van
et al. (2020), confirmam que as primiparas tém producdes de leite mais baixas, quando
comparadas com vacas com dois ou mais partos. Quanto ao efeito da paridade no teor
de gordura no leite, poderia ser expectavel que os animais que produzem menos leite,
como as primiparas, pudessem ter um leite mais concentrado. No entanto, a auséncia
de efeito da paridade no teor butiroso aqui observada, tem sido frequentemente
reportada (Palmquist 1984; Stanton et al. 1997; Kelsey et al. 2003).

Em relagé@o aos dias em lactagéo, afetaram significativamente a producgéo de leite, que
atingiu o pico perto dos 60 dias (maximo aos 60,83 dias, calculado a partir da derivada
da funcdo), comecando depois a decrescer (Figura 4), o que é confirmado pelo declive
guadratico negativo obtido. No estudo de Van et al. (2020), o valor mais elevado para a
producdo de leite foi observado no intervalo entre os 51-99 dias em lacta¢do, diminuindo
a partir dos 100 dias em lactacéo.

Diversos estudos sobre o efeito da suplementacdo de gordura na producéo de leite
afirmam que a producao de leite geralmente aumenta quando se adiciona gordura as
dietas (Gagliostro and Chilliard 1992) e, adicionalmente, que esta resposta a
suplementacdo é superior em vacas no inicio da lactacdo face a vacas a meio da
lactacdo (Palmquist 1984). No presente estudo, a ingestao dos suplementos nao afetou
significativamente a producdo de leite, talvez pela quantidade de suplemento

efetivamente ingerida pela maioria dos animais ter sido pequena.
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Figura 4. Representacgéo gréfica da variacéo da producéo de leite ao longo dos dias em lactacéo
para as vacas primiparas e multiparas. As respetivas retas das func¢des sdo y=186,38+4,36x-
0,03584x2 para as primiparas e y=271,32+4,36x-0,03584x? para as multiparas; onde y —
producdo de leite em litros e x — dias em lactacao.

Quanto a gordura do leite, foi significativamente afetada pelos dias em lactacao,
seguindo uma curva inversa a producgéo de leite, diminuindo linearmente 0,039 pontos
percentuais por cada dia a mais de lactagdo que, no entanto, é mitigado por um declive
guadratico positivo. Na figura 5 apresenta-se o grafico obtido para a variagédo do teor de
gordura com a ingestéo dos dois suplementos. O teor de gordura do leite atingiu o seu
valor minimo aos 64,35 dias (calculado a partir da derivada da fung&o), o que coincide,
aproximadamente, com a altura em que se verificou o pico de lactacdo no grafico
anterior.

Controlo

NatOmega-3

eSS~

Teor de gordura (%)
w

0 10 20 30 40 50 60 70
Dias em lactacéo

Figura 5. Representagdo gréafica da variagcao do teor de gordura com a ingestédo do suplemento
controlo e com a ingestéo do suplemento NatOmega-3. As respetivas equacdes das funcdes sdo
y=4,75-0,0408x+0,000634x2 para o controlo e y=5,01-0,0408x+0,000634x2 para o NatOmega-3;
onde y — teor de gordura do leite (%) e x — dias em lactacéo.
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Os animais entraram no estudo no periodo pos-parto, altura em que as vacas leiteiras
se encontram normalmente em balanco energético negativo (BEN) e, por isso, podem
mobilizar gordura das reservas corporais. Uma hipétese para explicar a diminuicdo da
gordura do leite com os dias podera estar relacionada com o BEN no inicio da lactacao
e, a medida que a lactacdo progride e o balanco energético melhora, o teor de gordura
volta a aumentar ligeiramente (efeito quadratico positivo). Gross et al. (2011) estudaram
o efeito do balanco energético do perfil de AG do leite em vacas leiteiras e obteve
resultados semelhantes, verificando uma diminuicdo nos teores de gordura e proteina
nas primeiras semanas (semana 1-6), com uma subida ligeira com o avanc¢o da lactacéo
€ com 0 aumento da ingestéo.

A ingestdo dos suplementos ndo se traduziu num efeito significativo em relacdo a
producao de leite, o que podera ser explicado pelos suplementos serem iso-energéticos.
Em relacd@o a gordura do leite, verificou-se um acréscimo superior quando o tratamento

administrado foi o suplemento NatOmega-3.

2. Composicao em acidos gordos do leite

O estagio da lactacdo, juntamente com BEN, tém uma influéncia significativa na
composi¢do em &cidos gordos do leite (Kay et al. 2005). Neste ensaio, os AGS C10:0,
C12:0, C13:0, C14:0, C15:0 e, principalmente o C16:0, aumentaram as suas propor¢oes
aos longo da lactacao, enquanto que os AGMI (em especial o C18:1c9) diminuiram para
0 mesmo periodo, resultado da melhoria do balanco energético. Estes resultados vao
de encontro aos obtidos por Gross et al. (2011). Com o avanco da lactacdo, aumentam
as proporcdes de acidos gordos provenientes da sintese de novo na glandula mamaria,
uma vez que, deixa de haver uma inibicdo proveniente da mobilizacdo adiposa
(Palmquist et al. 1993) e a ingestao aumenta. Esta sintese de novo de acidos gordos
acontece na glandula mamaria a partir de acetato produzido no ramen. De facto, o efeito
dos dias em lactacao foi significativo para estes AG (ex: C10:0, C12:0, C14:0, C16:0),
verificando-se um aumento na sua proporcéo. Verificou-se, no entanto, uma excecao
para o C4:0, que sofreu uma diminuicdo ao longo do tempo, e que pode ser explicada
pelo facto de este AG poder ter origem em duas vias metabdlicas independentes
(Palmquist et al. 1993). Aumentaram, também, as propor¢cbes de AG de origem
microbiana, como o a-C13:0, C13:0, i-C15:0, a-C15:0, devido possivelmente ao
aumento de ingestdo ao longo do tempo que levou a prosperidade das bactérias no
ramen.

Durante a fase de BEN, o principal AGI nos adipdcitos e libertado na lipolise € o C18:1c9,

0 que pode explicar o decréscimo observado na propor¢ado deste AG & medida em que
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aumentam os dias em lactacdo. Adicionalmente, com o progresso da lactacdo
observou-se, também, um decréscimo significativo na propor¢do do C18:0 e dos
isbmeros C18:1 cis e trans. O &cido linoleico sofreu igualmente um decréscimo na sua
proporcéao, assim como, o0 C20:4n-6 proveniente deste. No entanto, apesar da propor¢cao
de &cido linoleico diminuir, os CLA-tt (soma dos CLA com duas ligacGes trans)
aumentaram, o que sugere que parte destes CLA poderdo ser fruto da bioidrogenacéo
incompleta do AL.

Quanto a influéncia da paridade, Berry et al. (2006) concluiu que o balanco energético
negativo foi mais prolongado em vacas primiparas do que em vacas multiparas, no
entanto, Friggens et al. (2007) verificou uma mobilizagdo de reservas significativamente
menor em primiparas do que em multiparas, pelo que os resultados encontrados na
literatura séo algo inconclusivos.

A proporcao de AGS de cadeia média (C9:0, C12:0, e C14:0) sintetizados de novo na
glandula maméria foi inferior nas primiparas, enquanto, a propor¢do de C18:0 foi
superior sugerindo que poderd, de facto, ter ocorrido uma maior mobilizacdo das
reservas corporais nas primiparas e consequente inibi¢cdo da sintese de novo.
Observou-se, igualmente, uma proporcdo de isémeros intermédios C18:1 e C18:2 da
bioidrogenacédo superior nas multiparas, apesar da propor¢cédo de acido linolénico ser
superior nas primiparas. Algumas das diferencas observadas entre primiparas e
multiparas poderiam ser explicadas pela alteracdo das vias metabdlicas de
bioidrogenacdo. Estas alteracdes sdo geralmente motivadas pelo tipo dieta ingerida,
mas como receberam a mesma, 0 motivo podera passar pela maior quantidade de
suplemento ingerido pelas primiparas quando comparada com as multiparas.

Os AG sintetizados pela enzima delta-9 dessaturase (C12:1c9, C14:1c9, C16:1c9 e
C17:1c9) apresentaram maiores proporc¢des nas multiparas do que nas primiparas. De
facto, as primiparas apresentaram consistentemente menores indices da atividade da
delta-9 dessaturase do que as multiparas. Esta aparente menor atividade da delta-9
dessaturase nas primiparas poderia ser explicada pela maior ingestdo do suplemento
NatOmega-3 por parte das primiparas, uma vez que, dietas ricas em AGI diminuem a
expressao desta enzima (Brock et al. 2006). Contudo, a ingestdo de NatOmega-3 ndo
apresentou associacao consistente com os indices da delta-9 dessaturase.

Nas primiparas, as propor¢gfes de C18:1t11 e de CLA-c9t11 sdo mais significativas e
poderdo também ser explicadas pela maior ingestdo de suplemento NatOmega-3. A
maior proporgdo de AG iso (i-C14:0, i-C15:0, i-C16:0, i-C:18:0) nas primiparas podera
também estar relacionado com as maiores propor¢cdes de C18:1t11, CLA-c9t11 e outros
intermediarios da bioidrogenacéo ja que estes acidos tém sido associados as bactérias

com atividade na bioidrogenacdo (Bauman et al. 2001). O efeito da paridade na
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proporgdo de C18:0 foi superior nas vacas com apenas um parto, 0 que sugere uma

inibicdo da delta-9 dessaturase na conversao de C18:0 em C18:1¢9.

3. Efeito do tipo de suplemento

Aingestao do suplemento de controlo e do suplemento NatOmega-3 teve efeitos apenas
num nuamero restrito de acidos gordos (16 num total de 66 AG), possivelmente, devido
a reduzida ingestdo de ambos 0s suplementos por parte da maioria dos animais,
chegando mesmo, em alguns casos, a ser nula para alguns animais em determinados
periodos de tempo.

O C18:1t9 e 0os AGPI C18:2c9t15, C18:2¢c9t12, C18:3n-3 e CLAC9t11 aumentaram com
a ingestdo do suplemento NatOmega-3. O aumento na propor¢cdo destes AG é
expectavel, uma vez que, o suplemento é rico em ALN (40 g/100g de gordura bruta) e
faz aumentar os produtos intermédios da sua bioidrogenacdo. No entanto, para o C19:0
verificou-se um aumento significativo com o NatOmega-3 o que néo era de prever. Este
aumento pode ser explicado pelo facto de, nos cromatogramas, o C19:0 eluir numa zona
onde surgem varios intermédios da bioidrogenacgéo tornando dificil a distingdo entre os

picos de cada AG.

3.1. Eficacia do suplemento NatOmega-3

O principal objetivo do tratamento NatOmega-3 foi avaliar a sua eficacia no aumento da
propor¢ao de acido linolénico no leite. Assim, para o ALN observou-se um ligeiro, mas
significativo (P<0,001), aumento com a ingestao do suplemento NatOmega-3. A analise
efetuada para outros AGPI n-3, nomeadamente, o C20:3n-3, C20:5n-3 (EPA) e C22:5n-
3 (DPA) ndo demonstrou efeitos significativos para nenhum deles. Para os animais do
controlo, observou-se que a inclinagdo ndo diferiu de zero (P=0,91) pelo que a
concentracdo de C18:3n-3 ndo foi afetada por este suplemento. Adicionalmente, as
primiparas apresentam uma concentracao deste AG ligeiramente superior as multiparas
(25 e 23%, respetivamente).

No quadro 9, verifica-se que por cada kg de NatOmega-3 ingerido, por semana, ocorreu
uma subida de 0,0042 pontos percentuais de C18:3n-3 no leite. Nas primiparas, o nivel
base de C18:3n-3 foi de 0,25% do total de acidos gordos, pelo que, se ingerissem 10 kg
de NatOmega-3 por semana passaria a 0,29% ((0,0042*10) + 0,25) do total de AG o
que apesar de ndo ser um grande aumento, € significativo.

Sabendo que o suplemento fornecido tinha 91% MS, 14,6% EE e 40% dos acidos
gordos era C18:3n-3, temos cerca de 53 g de ALN por kg de suplemento NatOmega-3.

Posto isto, se os animais ingerissem a totalidade do suplemento (1200 g/d) teriam uma
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ingestédo de 64 g/d de ALN. Como a ingestdo no modelo utilizado foi por semanas, para
se ver o efeito da ingestdo de 1 kg/dia multiplica-se por 7, isto é, 0,0042*7=0,0294 kg/dia.
Dividindo esses 0,0294 pelos 53 g de C18:3n-3 por kg de suplemento obtém-se um valor
de 0,00055 pontos percentuais. As retas obtidas no modelo com estes dados
apresentam as seguintes equacfes: Y=0,25+0,00055X para as primiparas e
Y=0,23+0,00055X no caso das multiparas. Tem-se, entdo, uma subida no leite de
0,00055 pontos percentuais por cada g de C18:3n-3 ingerida.

Comparando os resultados da utilizacdo do suplemento NatOmega-3 com resultados
obtidos com a utilizacdo de semente de linho extrudido, observa-se que o aumento
obtido com o NatOmega-3 foi inferior e pouco significativo. De facto, analisando a Figura
6, retirada de uma reviséo realizada por Doreau e Ferlay (2015), o linho extrudido foi
mais eficaz no aumento da concentracdo de C18:3n-3 no leite. No entanto, os valores
de ingestdo do suplemento de NatOmega-3 foram bastante inferiores (64 g/d nos
animais que ingeriram a totalidade) face aos registados abaixo (200 a 800 g/d).

3.0

25

2.0 .
1.5 *

1.0 *

05 * o .

0.0
0 200 400 600 800

C18:3n-3 Leite (g/100 g total AG)
L 2
L 3

Ingestéo C18:3n-3 (g/d)

Figura 6. Efeito do aumento da ingestdo de C18:3n-3 com sementes de linho no leite. Equagéo
de regressao linear: y=0,0018x + 0,38 (R?=0,59); Onde: y - propor¢do de C18:3n-3 (g/100 g dos
AG totais) e x - ingestdo de C18:3n-3 (g/d). [Adaptado de Doreau and Ferlay (2015)]

O aumento por cada g de C18:3n-3 ingerida, neste caso, foi de 0,0018 pontos
percentuais o que é cerca de 3,3 vezes superior ao obtido com o NatOmega-3 (0,00055
pontos percentuais). Conclui-se entdo que, comparando com a semente de linho
extrudido, o NatOmega-3 teve um menor grau de protecdo da bioidrogenacdo. Apesar
de se ter verificado um aumento com a utilizacdo do NatOmega-3, esse aumento nao

tem relevancia prética.

40



CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A bioidrogenacédo dos &cidos gordos no rumen afeta fortemente o perfil lipidico dos
produtos provenientes de animais ruminantes. O principal objetivo da utilizacdo de
fontes de lipidos insaturados protegidas na dieta de bovinos leiteiros passa por
contornar essa extensa bioidrogenagédo ruminal, especialmente dos AGPI 6mega-3.
Neste estudo, a utilizagdo do suplemento com semente de linho protegida (NatOmega-
3) provocou um ligeiro aumento na concentracéo de &cido linolénico, no entanto, face a
outras tecnologias estudadas na literatura, esse aumento ndo provou ter relevancia
pratica. Para além disso, ndo se detetou o efeito do suplemento nos restantes AGPI
omega-3, isto é, no EPA e no DHA, responséaveis por inUmeros efeitos benéficos ao
nivel da saude humana.

Relativamente a tecnologia utilizada, a encapsulagdo em matriz lipidica de alto ponto de
fuséo, apresenta limitagdes como a baixa libertacéo e absor¢éo de AG apos a passagem
no rimen o que podera explicar a reduzida transferéncia de C18:3n-3 para o leite.
Adicionalmente, existem poucos estudos onde se utilizou esta tecnologia tendo a
semente de linho como fonte lipidica e se avaliou a protegcdo em relagdo ao &cido
linolénico. No entanto, quando comparada com outras tecnologias de prote¢do de
lipidos, conclui-se que esta tecnologia ndo é a mais eficaz e que a utilizagdo de
formaldeidos ou cépsulas de gel de matriz proteica poderdo ser tecnologias mais
eficazes na protecdo do C18:3n-3 e restantes AG n-3. A utilizacdo de 6leos vegetais
como o 6leo de soja ou linho (ricos em AGPI) poderéo, também, ser fontes lipidicas com
maior potencial de transferéncia para o leite.

Compreender o metabolismo lipidico dos ruminantes permite criar estratégias que
alterem o perfil de &cidos gordos e, consequentemente, melhorem o valor nutricional do
leite. Estudos realizados, ao longo dos anos, abordando temas como as diferentes vias
possiveis de bioidrogenacado, produtos intermédios obtidos, diversas tecnologias de
protecdo de lipidos e a adicéo de gordura nas dietas dos animais permitem compreender
gue ha um enorme potencial de evolucdo nesta area. Porém, existem ainda varios
pontos interessantes de estudo, nomeadamente, o impacto da suplementagéo lipidica
na saude e bem-estar dos animais, 0s custos econémicos da suplementacdo para as
exploracdes, as possiveis consequéncias do aumento do teor de gordura na
gualidade/validade dos produtos animais ou a disposi¢ao por parte do consumidor para
pagar um produto nutricionalmente mais interessante mas mais dispendioso, s&o

apenas alguns exemplos.
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ANEXOS

Anexo 1. Procedimento Transesterificagdo de gordura de leite
(adaptado de Molkentin and Precht, 2000)

Método: LSPA-L1.1
Ultima alteracéo: 24-02-2019

Reagentes e solucdes:

- Metanol;
- Hidréxido de potassio (KOH);
- h-Hexano;

- Preparar solucdo KOH 2M em metanol, por adicdo muito lenta e com
agitacdo do metanol ao KOH (reacdo exotérmica);

Nota: Método para analise de acidos gordos em percentagem do total de
acidos gordos em amostras de gordura de leite que ndo tenham sido
armazenadas por longos periodos (i.e. que ndo estejam sujeitas a
hidrélise).

Procedimento:

1. Pesar 50 mg de gordura de leite para um tubo de ensaio;

2. Adicionar 2 mL de n-hexano (ou apenas 1 mL, no caso de se
adicionar também 1 mL de padrdo interno) e 0,2 mL de solugéo
KOH em metanol;

3. Agitar em vortex durante 1 hora;

4. Adicionar com uma pipeta de pasteur 2 gotas de &cido acético
glacial e agitar em vortex (10 seg);

5. Adicionar aproximadamente 0,5 g de sulfato de sddio anidro;

6. Agitar em vortex durante 30 seg e centrifugar durante 5 min;

7. Retirar a fase de n-hexano com uma pipeta de pasteur (com
bastante cuidado para ndo ressuspender o sulfato de sddio) para

um vial de GC;

8. Fechar bem o vial para ndo ocorrer evaporacao dos acidos gordos
de cadeia curta e guardar no congelador.

51



Laboratdrio de Sistemas de Produgdo Animal (CIISA, FMV-ULisboa)
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Anexo 2. Exemplo de um cromatograma
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Anexo 2. Exemplo de um cromatograma (continuagao)
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Anexo 2. Exemplo de um cromatograma (continuagao)
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